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Zusammenfassung

Unterschiedliche Krankheitsformen wie Arrhythmie, Herzinsuffizienz,

Skelettmuskelmyopathie und Epilepsie werden neuerdings mit pathologisch gesteigerter

Freisetzung („Leak“) von Ca2+ aus intrazellulären Organellen assoziiert. Intrazelluläre Ca2+-

Freisetzung wird im Herzen durch kardiale Ryanodin-Rezeptoren (RyR2) vermittelt, die als

intrazelluläre Freisetzungskanäle im Ca2+-Speicherorganell des sarkoplasmatischen Retikulum

(SR) vorkommen. RyR2-abhängige Ca2+-Freisetzung ist essenziell für die physiologische
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Kontraktion und Relaxation und somit für die systolische und diastolische Herzfunktion.

Die Funktion des RyR2-Freisetzungskanals wird durch 4 identische Untereinheiten und

jeweils mit den Untereinheiten assoziierte Enzyme moduliert. Sowohl genetische als auch

erworbene Herzerkrankungen beeinträchtigen die stabile Schließung von RyR2 in der

Diastole, was zu Undichtigkeit des Kanals und SR-Ca2+-Leak führt. Die akute Form von SR-

Ca2+-Leak kann zu Nachdepolarisationen des Membranpotenzials und tödlichen Arrhythmien

führen, die chronische Form zu Ca2+-Verarmung der SR-Speicher und progredienter

Verschlechterung der Herzmuskelfunktion bei Herzinsuffizienz (HI). Undichte RyR2 sind

das pharmakologische Ziel neuer RyR-selektiver 1,4-Benzothiazepin-Derivate, die den

geschlossenen Kanalzustand durch vermehrte Calstabin2-Bindung stabilisieren, SR-Ca2+-Leak

verhindern und therapeutische Wirksamkeit bei Arrhythmien und Herzinsuffizienz in vivo

gezeigt haben.
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Abstract

Different disease syndromes including arrhythmias, heart failure, skeletal myopathy, and

epilepsy have been associated with abnormally increased Ca2+ leak from the intracellular

organelles. In the heart, intracellular Ca2+ release is controlled by cardiac ryanodine receptors

(RyR2s) which are Ca2+ release channels situated in the membranes of the sarcoplasmic

reticulum (SR) storage organelles. RyR2-dependent Ca2+ release is essential for myocardial

contraction and relaxation which control systolic and diastolic heart function. The function

of the Ca2+ release channel depends on four identical RyR2 subunits each associated with a

specific set of enzymes which modulate cardiac function. Both genetic and acquired forms

of heart disease result in unstable RyR2 channel closure in diastole and detrimental SR

Ca2+ leak. The acute form of SR Ca2+ leak leads to afterdepolarizations of the membrane

potential which may trigger deadly arrhythmias, whereas the chronic form of SR Ca2+ leak
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depletes intracellular Ca2+ stores and contributes to heart failure. Leaky RyR2 channels are the

pharmacological target of novel RyR-selective 1,4-benzothiazepin derivatives, which were

found to stabilize the channel closed state through increased calstabin2 binding, to inhibit

SR Ca2+ leak, and to exert therapeutic in vivo effects against arrhythmias and heart failure

progression.
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In Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) aktiviert ein Aktionspotenzial vorübergehend

einen Ca2+-Einwärtsstrom (ICa) durch spannungsabhängige L-Typ-Ca2+ (CaV1.2)-Kanäle.

Der L-Typ-Ca2+-Einwärtsstrom aktiviert kardiale Ryanodin-Rezeptoren (RyR2), die Ca2+

aus intrazellulären Speicherorganellen (sarkoplasmatisches Retikulum, SR) freisetzen

und das zytosolische Ca2+-Signal verstärken. RyR2-Kanäle werden v. a. im Herzen und

im Gehirn stark exprimiert [1]. Im Herzen kontrollieren RyR2 intrazelluläre Ca2+-Signale

während der Erregungs-Kontraktions-Koppelung, die Kontraktion und Relaxation von

Herzschlag zu Herzschlag vermittelt. Unter physiologischen Bedingungen wird intrazelluläre

Ca2+-Freisetzung in Kardiomyozyten einerseits räumlich auf mikroskopische subzelluläre

Signaldomänen begrenzt und andererseits zeitlich durch die stabile Schließung der RyR2-

Kanäle auf die frühe Systole begrenzt. Diese raumzeitlichen Schutzmechanismen werden bei

Herzerkrankungen entscheidend kompromittiert, sodass es zu diastolischem Ca2+-Leak mit

teilweise tödlichen Folgen kommen kann.

Formung intrazellulärer Signalkomplexe durch
Ryanodin-Rezeptoren
RyR2-Kanäle sind aus 4 identischen Untereinheiten aufgebaut, die symmetrisch um die

Ca2+ leitende Porenregion angeordnet sind [2]. Jede RyR2-Einheit hat eine ungewöhnlich

große zytosolische Domäne, an die jeweils eine Gruppe von Enzymen spezifisch

assoziiert ist, welche die Ca2+-Freisetzung modulieren (Abb. 1a). So bindet jede RyR2-
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Untereinheit ein Molekül Calstabin2 (auch FKBP12.6 genannt), das die Schließung des

Ca2+-Freisetzungskanals stabilisiert und somit unkontrollierte intrazelluläre Ca2+-Freisetzung

in der Diastole verhindert [3, 4]. Zusätzlich werden eine überschießende Aktivierung des

RyR2-Kanals und unkontrollierte Ca2+-Freisetzung durch Phosphatasen (PP1 und PP2A), eine

cAMP-spezifische Phosphodiesterase (PDE4D3) und Calmodulin verhindert. Andererseits

steigern die ebenfalls assoziierten Protein-Kinase-A- (PKA) und Ca2+-Calmodulin-abhängige

Kinase (CaMK) RyR2-Ca2+-Freisetzung [4, 5].

Abb. 1  Herzinsuffizienz verändert Ryanodin-Rezeptoren und induziert Ca2+-Leak. a Geschlossener

RyR2-Zustand unter normalen Bedingungen: die Mehrzahl von 4 identischen RyR2-Untereinheiten

(lila) ist nicht phosphoryliert (gelber Kreis), und Calstabin2- (grün) Bindung (Doppelpfeil) wird durch

PKA-Phosphorylierung (P) aktiviert. In der Summe ist der basale Kalzium-Leak in der Diastole minimal

(roter gepunkteter Pfeil). b Im Gegensatz zu ■■■■■A.■■■■■■ sind bei Herzinsuffizienz maximal alle

RyR2-Untereinheiten phosphoryliert (P), Calstabin2 bindet nicht mehr stabil, Kalzium-Leak aus den

SR-Speichern ist groß (roter Pfeil), sodass der Kalziumgehalt des SR effektiv abnimmt (orange). c

Behandlung mit RyR2-stabilisierenden Substanzen (hellblaue Kreuze), bei Herzinsuffizienz verstärkt

Calstabin2-Bindung, stabilisiert die Kanalschließung, verhindert SR-Kalzium-Leak insbesondere

von maximal durch PKA-Phosphorylierung stimulierte RyR2 (vergleiche mit ■■■■B.■■■■■■) und

verlangsamt das progrediente Fortschreiten der Herzinsuffizienz

Chronisches Ca2+-Leak bei Herzinsuffizienz durch
Änderungen der Zusammensetzung von RyR2-
Kanälen
Die Komposition der stöchiometrischen Zusammensetzung des RyR2-Kanalkomplexes

mit den physiologischerweise assoziierten Enzymen ist funktionell bedeutend, z. B. sind

Frequenz und Dauer subzellulärer Ca2+-Freisetzungssignale (sog. Sparks) unter basalen

(nicht stimulierten) Bedingungen und in verschiedenen Zellregionen stabil, sodass keine

unkontrollierte Ca2+-Freisetzung stattfindet [6]. In Kardiomyozyten werden RyR2-Kanäle
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direkt durch Agonisten von β-adrenergen Rezeptoren (β-AR) stimuliert, die durch PKA-

Phosphorylierung zu gesteigerter Kanalaktivität, vermehrter Ca2+-Freisetzung und zur

Zunahme der Kontraktionskraft (Inotropie) beitragen [4, 7]. Dagegen kommt es bei

Herzinsuffizienz zu chronisch gesteigerter PKA-Phosphorylierung und Veränderungen

der Zusammensetzung des RyR2-Komplexes mit Verlust mehrerer protektiver Enzyme

inklusive des stabilisierenden Calstabin2 (Abb. 1b, [4, 8]). In insuffizienten menschlichen

Herzen ist auch eine verminderte cAMP-Hydrolyse im RyR2-Kanal durch Verlust einer

Phosphodiesterase (PDE4D3) identifiziert worden, die direkt zu einer chronisch gesteigerten

RyR2-Phosphorylierung durch PKA beitragen kann [5]. Vermehrte PKA-Phosphorylierung

von RyR2 durch PDE4D3-Verlust und verminderte Bindung des stabilisierenden Calstabin2

tragen gemeinsam zu chronischem SR-Ca2+-Leak und progredienter Verschlechterung der

Pumpfunktion bei Herzinsuffizienz bei [5]. Verminderte Phosphodiesterase-Aktivität im

RyR2-Kanal ist auch ein möglicher Mechanismus von Nebenwirkungen bei chronischer

Behandlung mit Phosphodiesterase-Inhibitoren [9].

Durch akute RyR2-Dysfunktion und Ca2+-Leak
verursachte Arrhythmien
Im Gegensatz zu chronischem SR-Ca2+-Leak sind akute Leak-Mechanismen von Bedeutung

für die Pathogenese von lebensbedrohlichen ventrikulären Arrhythmien. Missense-Mutationen

des Ryr2-Gens verursachen charakteristischerweise stressinduzierte Synkopen und plötzlichen

Herztod, ein Syndrom, das als katecholaminerge polymorphe ventrikuläre Tachykardie

(CPVT) beschrieben wurde [10, 11]. Neuere experimentelle Daten haben gezeigt, dass bei

CPVT-Patienten häufig auftretende Krampfanfälle nicht wie ursprünglich vermutet die Folge

von Gehirnhypoxie infolge von Minderperfusion bei anhaltenden Arrhythmien, sondern

primär neurologisch bedingt sind, sodass wir vorgeschlagen haben, CPVT als kombiniertes

neurokardiogenes Syndrom zu beschreiben [1]. In der Tat sind post mortem in Opfern eines

plötzlichen unerwarteten Todes bei Epilepsie RyR2-Mutationen identifiziert worden [12].

RyR2-Missense-Mutationen destabilisieren typischerweise den Geschlossenzustand des

RyR2-Kanals, was insbesondere in Gegenwart starker β-AR-Stimulation möglicherweise

durch verminderte Calstabin2-Bindung und direkte Destabilisierung der Kanaluntereinheiten

zu akutem Ca2+-Leak und getriggerten Arrhythmien führt [13, 14]. Bei vermehrtem

physiologischem Stress – vergleichbar zu Belastungsuntersuchungen bei Patienten – hat ein
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Mausmodell mit RyR2-Missense-Mutation den humanen Phänotyp von CPVT inklusive

plötzlichem Herztod reproduziert [1]. Da Ca2+-getriggerte Arrhythmien nicht nur bei CPVT,

sondern insbesondere bei der sehr häufigen Herzinsuffizienz von großer Bedeutung sind,

ist die Aufklärung molekularer Mechanismen bei CPVT auch von unmittelbarer Bedeutung

für das Verständnis der Pathophysiologie von Arrhythmien bei Herzinsuffizienz sowie die

Entwicklung und Testung neuartiger pharmakologischer Strategien [15].

Beeinflussung von RyR2-Kanälen durch
pharmakologische Substanzen
Die maximale Leitfähigkeit des RyR2-Kanals ist relativ zu L-Typ Ca2+-Kanälen ca. 10-fach

höher [16]. Hohe RyR2-Ca2+-Flussraten ermöglichen eine Anpassung durch physiologische

Regulationsmechanismen wie oben beschrieben. Zusätzlich kann die RyR-Ca2+-Flussrate

durch eine Vielzahl von pharmakologisch aktiven Substanzen beeinflusst werden, von denen

die wichtigsten hier exemplarisch zusammengefasst werden (Tab. 1). Weitere Substanzen sind

in früheren Übersichtsarbeiten diskutiert worden [17, 18].

__Ryanodin ist ein neutrales Pflanzenalkaloid, das die Funktion gestreifter Muskeln

inhibiert. Ryanodin bindet selektiv an offene Kanäle mit sehr hoher Affinität [19, 20].

Bereits nanomolare Konzentrationen aktivieren RyR2, wohingegen mikro- bis millimolare

Konzentrationen den Kanal blockieren. Ryanodin wird aufgrund der hohen Spezifität oft zum

Nachweis von RyR-Proteinen eingesetzt.

__Kaffein ist ein Methylxanthin und als Genussdroge sehr verbreitet. Experimentell spielt

Kaffein eine wichtige Rolle, da es in millimolaren Konzentrationen Ca2+-Freisetzung

aus intrazellulären Speichern aktiviert. Kaffein erhöht die Sensitivität von RyR2 für

physiologische Liganden [21]. Kaffein wird auch für die In-vitro-Diagnostik von Myopathien

und experimentell zur Behandlung von Muskelerschöpfung in kleinen Patientenstudien

eingesetzt [22].

__Maligne Hyperthermie (MH) stellt eine subklinische Myopathie dar, die in den

meisten Fällen durch Mutationen der Skelettmuskel-RyR1-Isoform verursacht wird

[23]. MH-Veranlagung beschreibt eine klinische Prädisposition für die Auslösung

eines lebensgefährlichen metabolischen Schocksyndroms durch Inhalationsanästhetika

und depolarisierende Muskelrelaxanzien. MH-mutierte RyR1-Kanäle verursachen bei
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entsprechender pharmakologischer Exposition unkontrollierte intrazelluläre Ca2+-Freisetzung

[24]. Dantrolen ist ein RyR1-Kanalblocker, der als Notfallsubstanz in der akuten MH-Krise

eingesetzt wird [25]. Dantrolen zeigte auch therapeutische Aktivität in Kardiomyozyten aus

insuffizienten Herzen [26]. Dagegen aktiviert 4-Chloro-m-cresol (4-CmC) intrazelluläre Ca2+-

Freisetzung durch RyR1 (Tab. 1, [27]). Wie Kaffein wird auch 4-CmC zur In-vitro-Diagnostik

von Muskelbiopsaten von MH-Patienten eingesetzt.

__FK506 und Rapamycin sind Makrolidimmunsuppresiva, die spezifisch an FKBP12

und FKBP12.6 binden [28]. FKBP12 (Calstabin1) ist zu 85% identisch mit FKBP12.6

(Calstabin2). Beide Calstabin-Proteine haben eine hydrophobe Bindungsstelle für Ryanodin-

Rezeptoren [28, 29]. Kompetitive FK506- oder Rapamycin-Bindung dissoziiert Calstabin2

von RyR2, was intrazelluläres Ca2+-Leak induziert [30, 31].

__In Kardiomyozyten steigern β-AR-Agonisten intrazelluläre cAMP-Synthese und

die PKA-vermittelte Phosphorylierung intrazellulärer Substrate inklusive RyR2. PKA-

Phosphorylierung steigert die Sensitivität von RyR2 für zytosolische Ca2+-Aktivierung, sodass

der Kanal bei einer gegebenen zytosolischen Ca2+-Konzentration aktiver ist [5, 32]. In RyR2-

Mutationsträgern sind teilweise lebensgefährliche Nebenwirkungen von β-AR-Agonisten bei

Wiederbelebungsversuchen beschrieben worden [33, 34]. Andererseits schützen Blocker von

β-AR bei Herzinsuffizienz vor gesteigerter RyR2-Phosphorylierung und Ca2+-Leak [35, 36]

und in einem Teil von RyR2-Mutationsträgern vor ventrikulären Arrhythmien [37].

Therapeutische Wirksamkeit von neuen RyR2
modulierenden Substanzen
Da diastolisches SR-Ca2+-Leak ein wichtiger pathogenetischer Faktor bei Herzinsuffizienz

und Arrhythmien ist, ist das Interesse an neuartigen RyR2-wirksamen Substanzen als

therapeutischem Mechanismus groß (Tab. 2). Ein 1,4-Benzothiazepin-Derivat namens

JTV519 (auch K201 genannt) zeigte in Untersuchungen an herzinsuffizienten Hunden in

vivo therapeutische Wirksamkeit [38]. Wir konnten zeigen, dass JTV519 die Affinität von

Calstabin2 an RyR2 erhöht, die Schließung des Kanals stabilisiert und diastolisches Ca2+-

Leak verhindert (Abb. 1c, [13, 39, 40]). JTV519 verhinderte auch späte Nachdepolarisationen

und getriggerte ventrikuläre Arrhythmien, und diese Wirkung ist an die Expression

von Calstabin2 gebunden [3, 40]. JTV519-behandelte Tiere sind vor progressiver
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Dilatation und Funktionsverlust bei Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt im Vergleich

zu placebobehandelten Tieren geschützt [5, 41, 42]. JTV519-Behandlung führte auch

in isolierten Muskelpräparaten terminal insuffizienter menschlicher Herzen zu einer

Funktionsverbesserung [43]. In Kardiomyozyten sind aber auch inhibitorische JTV519-

Effekte auf L-Typ-Ca2+-Kanäle und Na+-Kanäle beschrieben worden [44], sodass die

Entwicklung von RyR-selektiven Derivaten mit verbesserter Wasserlöslichkeit vorteilhaft

wäre.

__Ein solches wasserlösliches RyR2-selektives Derivat ist S107 (Tab. 2). S107-behandelte

Tiere mit einer RyR2-Missense-Mutation sind im Vergleich zu placebobehandelten Tieren

vor stressinduzierten ventrikulären Arrhythmien und plötzlichem Herztod geschützt [1]. S107

passiert die Blut-Hirn-Schranke und konnte eine vermehrte Calstabin2-Bindung an RyR2

im Großhirn induzieren, sodass die Latenz bis zum Auftreten generalisierter Krampfanfälle

signifikant verlängert werden konnte [1]. S107 zeigte aber auch therapeutische Wirkungen im

Skelettmuskel, z. B. resultierte S107-Behandlung in einer Verbesserung der Muskelfunktion

bei anhaltender Belastung und zur Abnahme von Muskelfaserverlust bei Muskeldystrophie

[45, 46]. Zusätzlich für die Anwendung bei Patienten optimierte 1,4-Benzothiazepin-

Derivate werden aktuell in klinischen Phase-I/II-Studien bei CPVT und Herzinsuffizienz

untersucht. Zusammenfassend hat S107 bei unterschiedlichen Formen von Organdysfunktion

therapeutische Effektivität gezeigt.

__Im Gegensatz zu S107 und JTV519 blockieren Tetracain und Procainamid die Pore

von spannungsabhängigen Natriumkanälen (NaV), aber auch die Pore von RyR2 unter

experimentellen Bedingungen [47, 48, 49]. Tetracain wurde als mögliches therapeutisches

Prinzip in Kardiomyozyten charakterisiert [50]. Andererseits verursacht Tetracain eine

instabile und potenziell proarrhythmische Dynamik der SR-Ca2+-Beladung [51], und effektive

RyR2-inhibitorische Konzentrationen von Tetracain sind zu hoch für den klinischen Einsatz.

Auch Flecainid blockiert NaV- und RyR2-Kanäle. Neuere Studien haben therapeutische

Wirksamkeit von Flecainid gegen Extrasystolie in 2 CPVT-Patienten gezeigt [52]. Flecainid

blockiert aktivitätsabhängig den Offenzustand von RyR2 in vitro, sodass im Mittel längere

Geschlossenzustände und weniger SR-Ca2+-Leak auftreten [53]. Welcher der beiden

Mechanismen – Blockade von RyR2- oder Na+-Kanal – für die In-vivo-Wirksamkeit von

Flecainid entscheidend ist und ob Flecainid durch direkte Blockade von SR-Ca2+-Freisetzung

auch kardiodepressiv wirkt, wurde bisher nicht untersucht [54].
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Fazit für die Praxis
Ryanodin-Rezeptor-stabilisierende Substanzen haben bei Arrhythmien, Herzinsuffizienz,

Myopathie und Epilepsie in vivo therapeutische Wirksamkeit gezeigt. Interessanterweise

wurden für das Klasse-Ic-Antiarrhythmikum Flecainid RyR2-Kanal-blockierende

Wirkungen und neue therapeutische Wirkungen festgestellt. Im Gegensatz zu klassischen

antiarrhythmischen Kanalblockern stabilisieren 1,4-Benzothiazepin-Derivate den

physiologischen Geschlossenzustand des RyR2-Kanals durch verstärkte Bindung von

Calstabin2 und möglicherweise weitere Mechanismen. RyR2 stabilisierende Substanzen

inhibieren durch Verstärkung physiologischer Mechanismen vermehrte Ca2+-Freisetzung

(„Leak“) aus intrazellulären Speicherorganellen bei Herzinsuffizienz und Arrhythmien.

Instabile RyR2-Schließung ist auch das Ziel neuer und selektiver 1,4-Benzothiazepin-

Derivate, die aktuell in klinischen Phase-I/II-Studien bei CPVT und Herzinsuffizienz getestet

werden.
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Tab. 1  „Klassische“ RyR-Pharmakologie

Substanz Klasse RyR1 RyR2 RyR3 Konzentration Klinischer

Einsatz

Bemerkung

Ryanodin Alkaloid ± ± ± nM–mM Keine Toxisch

Kaffein Xanthin + + + mM Stimulans

MH

In-vitro-

Diagnostik

Nebenwirkung

4-CmC Cl-Phenol + + 0 µM–mM MH

In-vitro-

Diagnostik

Fungizid

Toxisch

Dantrolen Hydantoin − 0 − µM MH-Krise

Behandlung

Nebenwirkung

FK506

Rapamycin

Makrolid + + + µM ImmunsuppressionNebenwirkung

MH maligne Hyperthermie. Ryanodin hat abhängig von der Konzentration aktivierende oder inhibitorische Effekte (±). Weitere Wirkqualitäten: + aktivierend, − inhibierend, 0 keine.
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Tab. 2  „Neue“ RyR-Pharmakologie

  Klasse Konzentration Einsatz Calstabin-

Bindung

RyR Po NaV

INa

CaV

ICa

JTV519 1,4-BTZ µM Experimentell + ↔ − −

S107 1,4-BTZa µM Phase I/II bei

HI und CPVT

+++ ↔ 0 0

Tetracain

Procainamid

Amino-Ester – Experimentell ? − Anästhesie Nebenwirkung

Flecainid Benzamid µM Experimentell

bei CPVT

? − − 0

BTZ Benzothiazepin-Derivat.

aC11H16ClNOS: RyR stabilisierende Substanzen sind keine direkten RyR-Kanalblocker, sondern stabilisieren den physiologischen Geschlossenzustand durch vermehrte Bindung von Calstabin ■■■(‚‘)■■■■■.

Weitere Wirkqualitäten: + aktivierend, – inhibierend, 0 keine.


