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hort man einmal auf, so treibt man zurtick.

(Unbekannt)



Zusammenfassung

Ionenkanéle sind Transmembranproteine, die in den Zellmembranen nur fiir bestimmte
Ionen durchlissige Poren bilden. Fiir das Verstdndnis der physiologischen Funktion eines
Ionenkanals ist die Kenntnis seiner Aktivierungs- und Regulationsmechanismen sowie sei-
ner Selektivititseigenschaften von grundlegender Bedeutung. In der vorliegenden Promo-
tionsarbeit wurden diese Eigenschaften des Kationenkanals TRPMS3 elektrophysiologisch
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass eine bestimmte Spleiftvariante des TRPM3-Kanals
durch die Neurosteroide Pregnenolonsulfat, Pregnenolon, DHEA und DHEA-Sulfat sowie
den L-Typ Ca*"-Kanalblocker Nifedipin in mikromolaren Konzentrationen aktiviert wird.
Dabei aktivieren Neurosteroide TRPM3 ausschlieklich von der extrazelluldren Seite her,
binden an eine von Nifedipin abweichende Bindungsstelle und beeinflussen die Eigenschaf-
ten des Selektivitétsfilters von TRPM3 nur geringfiigig. Weiterhin zeigen die Daten, dass
die steroid-aktivierten Kanéle eine hohe Permeabilitit fiir divalente Kationen, insbeson-
dere fiir Ca?t und Zn?*, aufweisen. Unter physiologischen Bedingungen werden ca. 24%
des Stromes durch TRPM3-Kanile von Ca®' getragen. Weiterhin wird die Aktivitit der
TRPM3-Kanile durch verschiedenste intra- und extrazellulare Kationen beeinflusst. Die
hier dargestellten biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften von TRPM3
bilden das Fundament fiir die zukiinftige Identifizierung endogener TRPM3-Kanéle und
fiir die Aufklarung ihrer physiologischen Funktion.




Summary

Ion channels are transmembrane proteins that provide pathways for the movement of
ions across cellular membranes. In order to understand the physiological function of an
ion channel, the mechanisms of its activation and regulation as well as its selectivity
must be known. In the present study, these properties were investigated electrophysiolo-
gically for TRPM3 cation channels. A specific splice variant of TRPM3 can be activated
with micromolar concentrations of the neurosteroids pregnenolone sulfate, pregnenolone,
DHEA and DHEA sulfate as well as the L-type Ca®" channel blocker nifedipine. How-
ever, neurosteroids activate TRPM3 channels exclusively from the extracellular side, bind
to TRPM3 at a location different from the nifedipine binding site and have only minor
effects on the properties of the selectivity filter of TRPM3. The data also show that
TRPM3 channels are highly permeable for divalent cations, especially for Ca*" and Zn*".
Approximately 24% of the current through TRPMS3 channels is carried by Ca*" under
physiological conditions. Moreover, the activity of TRPM3 channels is influenced by va-
rious intra- and extracellular cations. The biophysiological and pharmacological properties
of TRPM3 channels determined in this thesis provide the basis for future studies trying
to identify endogenous TRPM3 channels and to elucidate their physiological functions.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Ionenkanale

Tonenkanéle sind transmembranére Proteine bzw. Proteinkomplexe, die ionendurchléssige
Poren bilden und so das Einstromen von Ionen in die Zelle bzw. das Ausstromen von
Ionen aus der Zelle entlang eines elektrochemischen Gradienten ermdglichen [69).
Ionenkanile spielen eine herausragende Rolle bei der zelluldren Signalverarbeitung [69].
Sie ermoglichen die Kommunikation der Zellen untereinander, vermitteln und regulieren
die elektrische Erregbarkeit der Zellen und sind notwendig fiir so wichtige Vorginge wie
Zellvolumenregulation, Zellproliferation und Zelltod, Muskelkontraktion, Blutdruckregu-
lation, Neurotransmitter- und Hormonsekretion [5, [69].

Ionenkanéle kénnen anhand ihres Aktivierungsmechanismus in spannungsgesteuerte (,vol-
tage-operated channels”) und ligandengesteuerte (,ligand-operated channels*) Ionenkanéle
unterteilt werden [69]. Spannungsgesteuerte Ionenkanile verfiigen iiber einen Spannungs-
sensor, der auf Verdnderungen in der Membranspannung mit einer Konformationsénde-
rung reagiert und zur Offnung des spannungsgesteuerten Ionenkanals fithrt. Zwischen
spannungsgesteuerten Nat-, K*- und Ca*"-Kanilen kann hierbei unterschieden werden
[69]. Ligandengesteuerte Ionenkanéle verfiigen iiber spezifische Liganden-Bindungsstellen,
die sowohl extra- als auch intrazellular gelegen sein konnen. Verschiedenste exogene und
endogene Liganden (Neurotransmitter, Lipide und Produkte des Lipidstoffwechsels, Nu-
kleotide und deren Metaboliten, anorganische Kationen, Protonen, natiirliche und synthe-
tische organische Produkte) fiihren nach Bindung an diese spezifischen Bindungsstellen zu
einer Konformationsénderung des ligandengesteuerten Ionenkanals und zu dessen Offnung
[69]. Neben den spannungsgesteuerten und ligandengesteuerten Ionenkanélen existieren
auch noch Tonenkanéle, die direkt durch mechanische Reize gedffnet werden. Diese Ionen-
kanéle werden zu den mechanosensitiven Ionenkanélen gezéhlt [64] 172] 173].

Auch eine Einteilung der Ionenkanéle anhand ihres Selektivitatsverhaltens in selektive und
nichtselektive Ionenkanéle ist moglich [27]. Selektive Ionenkanéle sind fiir ein bestimmtes
Ion wie beispielsweise Nat, KT oder Ca®" weitestgehend selektiv permeabel. Nichtselek-
tive Ionenkanéle sind dagegen fiir mehrere Ionen permeabel.

Die Selektivitit eines Ionenkanals wird unter anderem durch den Durchmesser der Ka-
nalpore und durch die Ladungsverteilung in der Kanalpore bestimmt. Die Selektivitat
eines lonenkanals kommt hierbei folgendermafen zustande: Beim Durchtritt durch die
Kanalpore miissen die Ionen, die in wéssriger Losung von einer Hydrathiille umgeben
sind, diese teilweise oder ganz abstreifen. Um den mit dem Abstreifen der Hydrathiille

verbundenen Energieaufwand zu kompensieren, miissen die Wechselwirkungen der Ionen
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mit den Wassermolekiilen durch &hnlich artige, energetisch giinstige Wechselwirkungen
mit der Kanalpore ersetzt werden. Die Wechselwirkungen diirfen hierbei nicht zu stark
sein, da die Verweildauer der Ionen in der Pore ansonsten zu lange wére und dadurch
die hohen Durchflussraten der Ionenkaniile von 10*-10® Ionen pro Sekunde nicht zustande
kiimen. Bei selektiven K*-Kanilen iibernehmen Carbonylsauerstoffe des Peptidriickgra-
tes [27] und bei selektiven Ca*"-Kanilen Carboxylsauerstoffe der Peptidseitenketten [I58]
diese Funktion. Sie bilden den sogenannen Selektivitétsfilter des Ionenkanals aus. Ist nun
die energetische Kompensation d.h. die Imitierung der Hydrathiille durch die Carbonyl-
bzw. Carboxylsauerstoffe im Selektivitatsfilter fiir ein bestimmtes Ion optimaler als fiir ein
anderes, wird dieses bevorzugt Wechselwirkungen mit diesen eingehen und den Ionenkanal
bevorzugt permeieren [55]. Die hohen Durchflussraten der Ionenkanile von 10%-10% Tonen
pro Sekunde, die trotz dieser hohen Selektivitdten erzielt werden, lassen sich allerdings
nicht mit einer einzigen Ionenbindungsstelle in der Pore erkléaren. Aufgrunddessen wird
angenommen, dass mehrere Ionenbindungsstellen in den Poren der lonenkanile existieren.
Besetzt das fiir einen Ionenkanal selektiv permeable Ion eine Ionenbindungsstelle in der
Pore, so blockiert es die Passage der anderen Ionen. Erst wenn eine zweite Bindungs-
stelle in der Pore durch ein weiteres fiir den Ionenkanal permeables Ion besetzt wird,
kann dieses Ion durch die auftretende elektrostatische Abstoffung die Interaktion mit der
Ionenbindungsstelle iiberwinden und den Ionenkanal verlassen. Im Falle von spannungs-
abhingigen Ca®"-Kanilen konnte mit Hilfe von zielgerichteter Mutagenese allerdings nur
eine hochaffine Ca*"-Bindungsstelle identifiziert werden. Diese wird durch einen Ring
von vier Glutamatresten gebildet [I58]. Aufgrunddessen wurden Modelle entwickelt, bei
denen diese hochaffine Ca®"-Bindungsstelle zusétzlich noch von zwei schwachaffinen Ca?*-

Bindungsstellen umgeben ist. [27, [15§]

Eine sehr heterogene Familie von Kationenkanélen, deren Mitglieder sich sowohl in ihren
Aktivierungsmechanismen als auch in ihren Permeations- und Selektivitétseigenschaften
stark voneinander unterscheiden, bildet die TRP-Proteinfamilie, die nun in den folgenden

Abschnitten vorgestellt wird.

1.2 Die TRP-Protein-Familie

Die Bezeichnung TRP leitet sich von einer Drosophila-Mutante ab, die auf einen anhal-
tenden Lichtreiz hin im Gegensatz zum Wildtypen in ihren Photorezeptorzellen nur ein
transientes Rezeptorpotential aufbaut [28]. Diese Mutante ist in einem Gen defizient, das
aufgrund des Phéanotyps auch als ,transient receptor potential kurz ,trp“ Gen bezeich-

net wird [I13, [117]. Entscheidende Hinweise, dass dieses Gen fiir einen Ca®"-Kanal bzw.
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TRPC7 (mTRPC7, CCHA7)

TRPC6 (NTRPCE, CCHAB)
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TRPMS (Trp-ps, CCHBS)
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TRPM4 (hFLJ200417, LTRPC4, CCHB4)
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TRPM1 (hMelastatin, LTRPC1, CCHB1)
TRPME6 (hChak2, CCHBB)
TRPM7 (mTRP-PLIK, ChaK1, LTRPC7, CCHB7)

Abb. 1.1: Phylogenetischer Uberblick iiber die Mitglieder der TRPC-, TRPV- und TRPM-
Proteinfamilie in Séugetieren. Abbildung iibernommen aus Clapham et al., 2001[24].

einen Ca’*"-Transporter kodiert, lieferten im folgenden die Entdeckungen, dass der Phi-
notyp durch eine um den Faktor 10 reduzierte Ca*"-Permeabilitit der Plasmamembran
bedingt [67] und durch Lanthan, einen unspezifischen Ca*"-Kanalblocker, sowie Ca*"-
Entzug nachgeahmt wird [72]. Auch wurden bei der Reanalyse der Proteinsequenz Homo-
logien zu spannungsabhiingigen Ca®t-Kanilen aufgedeckt [141].

Nach der Entdeckung des TRP-Proteins in Drosophila melanogaster begann eine inten-
sive Suche nach homologen Proteinen in anderen Spezies. Vertreter wurden hierbei in

einer Vielzahl unterschiedlicher Organismen wie Wiirmern, Fliegen und Séugetieren ent-
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deckt [118]. Die TRP-Protein-Familie in Sdugetieren umfasst derzeit 28 Mitglieder [25]
150]. Diese werden aufgrund von Sequenzhomologien in die folgenden sechs Unterfamilien
unterteilt [24]: TRPC-Unterfamilie (classical, canonical), TRPV-Unterfamilie (vanillo-
id), TRPM-Unterfamilie (melastatin), TRPA-Unterfamilie (ankyrin), TRPP-Unterfamilie
(polycystin) und TRPML-Unterfamilie (mucolipin). Daneben existiert noch eine weitere
TRP-Unterfamilie, die TRPN-Unterfamilie, von der aber bislang noch kein Vertreter in
Séugetiergenomen identifiziert wurde [116].

Allen TRP-Proteinen gemeinsam ist ihr Aufbau aus sechs mutmaflichen Transmembran-
doménen (S1-S6), die tiber intra- und extrazelluldre Schleifen miteinander verbunden sind.
Die Schleife zwischen fiinfter und sechster Transmembrandoméne scheint dagegen mem-
branstandig und an der Ausbildung der Kanalpore beteiligt zu sein [25] [132]. In Analogie
zu den spannungsabhingigen K*-Kanilen sowie HCN- und CNG-Kanilen wird ange-
nommen, dass sich vier TRP-Proteine zu einem funktionsfdhigen Kanal zusammenlagern.
Eine Tetramerisierung sowohl von identischen (Homomultimere) als auch nichtidentischen
(Heteromultimere) TRP-Protein-Untereinheiten ist hierbei moglich [I60]. Der N- und der
C-Terminus der TRP-Proteine sind jeweils cytosolisch gelegen und differieren im Gegen-
satz zu den Transmembrandoménen stark zwischen den einzelnen Unterfamilien. Soge-
nannte Ankyrin-Repeats - 33 Aminoséurereste lange, zu einer G-a-a-3-Struktur gefaltete
Sequenzen - finden sich im N-Terminus von TRPC- (3-4) und TRPV-Proteinen (3-5), feh-
len jedoch bei TRPM-Proteinen. Sie spielen vermutlich eine Rolle bei der Vermittlung von
Protein-Protein-Interaktionen [42], 99]. Der C-Terminus der TRP-Proteine ist sehr varia-
bel und zeigt einige weitere interessante Strukturmerkmale. TRPC-Proteine besitzen ne-
ben IP3-Rezeptor- und Calmodulin-Bindungsmotiven auch noch nahe der sechsten Trans-
membrandoméne das Aminosduremotiv EWKFAR, auch TRP-Motiv genannt, das auch in
TRPM- und TRPV-Proteinen konserviert ist. Eine sich an dieses TRP-Motiv anschliefsen-
de prolinreiche Region findet sich dagegen nur bei TRPC- und TRPM-Proteinen wieder.
Ihre Funktion ist noch ungeklart. TRPM-Proteine weisen im C-Terminus zudem noch eine
coiled-coil-Doméne auf, die zumindest bei TRPMS eine Rolle bei der Zusammenlagerung
der Kanaluntereinheiten spielt [41, [I81]. Auch der N-Terminus von TRPC-Proteinen weist
eine solche coiled-coil-Doméne auf. Drei Mitglieder der TRP-Proteinfamilie - TRPC4,
TRPC5 und TRPV3 - besitzen desweiteren noch eine PDZ-Doméne im C-Terminus und
sind folglich vermutlich Teil eines multimolekularen Signalkomplexes [25]. Der Name PDZ
setzt sich aus den Namen von drei Proteinen, die eine solche 90 Aminosédurereste lange
Doméne enthalten, zusammen (PSD95, Drosophila discs-large tumor supressor protein,
Zo-1).

Alle Mitglieder der TRP-Proteinfamilie bilden Kationenkanéle aus. Mit Ausnahme von
TRPM4 und TRPM5, die ausschliefslich fiir monovalente Kationen permeabel sind, stel-
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Transmembrane
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Abb. 1.2: Uberblick iiber die humanen und murinen Spleifvarianten von TRPM3. Abbil-
dung tibernommen aus Oberwinkler et al., 2005 [129].

len sie divalent permeable Kationenkanéle dar, die in einem unterschiedlichen Malfs fiir
Ca®" permeabel sind (Pc,/Pna = 0,1 bis > 100 [132]). Auch TRPMS3, der in der vorlie-
genden Promotionsarbeit elektrophysiologisch charakterisiert wurde, bildet einen Ca?*-
permeablen Kationenkanal aus. Der nachfolgende Abschnitt fasst die wichtigsten Ergeb-

nisse der bislang iiber TRPM3 veroffentlichten Studien zusammen.

1.2.1 TRPM3

TRPMS3 zéhlt neben TRPMI1 zu den bislang am schlechtesten charakterisierten Mitglie-
dern der gesamten TRP-Proteinfamilie. Auch weist er die grofite bisher fiir einen TRP-
Kanal beschriebene Anzahl an Spleiffvarianten auf. Neben fiinf murinen Spleifvarianten
(TRPM3a1-5 [129]) sind noch sieben humane Spleifvarianten (TRPM3a-f [97], TRPM3
[59]) bekannt (siehe Abbildung|l.2)). Die fiinf murinen Spleifvarianten sind zwischen 1699-
1721 Aminoséuren lang und unterscheiden sich ausschlieflich durch die Ab- bzw. Anwe-
senheit von vier 10-25 Aminoséure langen Sequenzen innerhalb des N-Terminus und der
mutmaklichen Porenregion. Die sechs von Lee et al. klonierten, humanen Spleifsvarian-
ten - TRPM3a-f - besitzen im Vergleich zu den murinen Spleiffvarianten einen um 155
Aminoséduren verkiirzten N-Terminus und haben eine Lange von 1544-1579 Aminoséuren.
Die von Grimm et al. klonierte, humane Spleiftvariante TRPMS3 besitzt neben einem ver-
anderten N-Terminus auch noch einen um ca. 350 Aminoséuren verkiirzten C-Terminus

und ist nur 1325 Aminoséduren lang. Im folgenden wird diese Spleifsvariante zur besseren
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Abgrenzung von den iibrigen Spleifivarianten als TRPM3;3905-Spleifsvariante bezeichnet.
Wie auch die murinen Spleifsvarianten unterscheiden sich die humanen Spleifsvarianten
untereinander durch die Ab- bzw. Anwesenheit von vier 10-25 Aminosaduren langen Se-
quenzen innerhalb des N-Terminus und der mutmaflichen Porenregion [130]. Von den
sieben humanen Spleiffvarianten wurden bislang nur die TRPMa3a-Spleifsvariante und die
TRPM3;305-Spleiftvariante funktionell charakterisiert. Erstere fithrte nach heterologer Ex-
pression in HEK293-Zellen, deren Ca®"-Speicher durch unterschiedliche Vorbehandlun-
gen (Hemmung der SERCA-ATPase mit Thapsigargin, Stimulation der Muskarinrezep-
toren mit Carbachol, Entzug des extrazelluldren Ca2+) entleert wurden, zu einem kon-
stitutiven, Ca*"-abhingigen Ca®'-Einstrom, der durch 100 ¢M Gd*" partiell hemmbar
war [97]. Die TRPM3;355-Spleifsvariante bildete nach heterologer Expression in HEK293-
Zellen ebenfalls einen konstitutiv aktiven Kationenkanal aus. Die konstitutive Aktivi-
tat wurde in Ca?'-Imaging-Experimenten in Form eines konstitutiven Ca®"-Einstroms
und in Mn*"-Quench-Experimenten in Form eines konstitutiven Mn?"-Einstroms nach-
gewiesen [59]. Der Mn?*-Einstrom war hierbei durch 100 pM Gd** und 100 pM La®*,
nicht jedoch durch SK&F96325 hemmbar. Konstitutive Stréme waren auch in Patch-
clamp-Experimenten messbar, wobei sie keine klare Rektifizierung zeigten. Die ebenfalls
bestimmte Einzelkanalleitfahigkeit war nur geringfiigig abhéngig vom Membranpoten-
tial, sehr wohl aber von der extrazelluliren Kationenspezies und lag fiir 140 mM Cs™
bei 133 pS, fiir 140 mM Na't bei 83 pS und fiir 100 mM Ca®' bei 65 pS [59] . Unter-
schiedliche zur Entleerung der intrazelluliren Ca®*-Speicher fiihrende Vorbehandlungen
(Hemmung der SERCA-ATPase mit Thapsigargin, Stimulation der Muskarinrezeptoren
mit Carbachol, Stimulation der Histaminrezeptoren mit Histamin) zeigten hier keinen
Effekt. Extrazellular applizierte hypoosmotische Losungen, die mit einer Zellschwellung
cinhergehen, fithrten jedoch zur Aktivierung der TRPM3,395-Spleifivariante [59]. In Ca®"-
Imaging-Experimenten war mit Applikation einer hypoosmotischen Lésung (200 mosm)
eine Zunahme der intrazelluldren Ca”"-Konzentration, die nicht durch 1 gM Ruthenium-
rot beeinflusst wurde, und mit Applikation einer hyperosmotischen Losung eine Abnah-
me der intrazelluliren Ca?"-Konzentration beobachtbar. Hypotonizititsaktivierte Strome
waren in Patch-clamp-Experimenten nur in der perforated-Patch-Konfiguration, nicht je-
doch in der whole-cell-Konfiguration nachweisbar, wobei weniger als 50% der Zellen eine
Antwort auf die hypoosmotische Losung zeigten [59]. Zusétzlich fiihrte auch noch extra-
zellular appliziertes D-Erythro-Sphingosin zur Aktivierung der TRPM3;325-Spleifivariante
[58]. In Ca*"-Imaging-Experimenten war mit Applikation von D-Erythro-Sphingosin ei-
ne Zunahme der intrazelluliren Ca?'-Konzentration beobachtbar. Der Effekt war spezi-
fisch fiir TRPM3, dosisabhéingig (EC59 = 12 uM) und erst nach einer Latenzzeit von
20-30 Sekunden zu beobachten. Ca*"-Speicher und IPs-Rezeptoren scheinen in den Effekt
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nicht involviert zu sein. Auch scheint er unabhéngig von der Aktivitdt der Proteinkina-
se C zu sein. Neben D-Erythro-Sphingosin fithrten auch Dihydro-D-Erythro-Sphingosin
und N,N-Dimethyl-D-Erythro-Sphingosin zu einer Zunahme der intrazelluliren Ca?*-
Konzentration. Sphingosin-1-P, Ceramide sowie verschiedenste Metaboliten des Phospho-
lipase C- und Phospholipase A;-Weges waren dagegen unwirksam. D-Erythro-Sphingosin-
induzierte Strome zeigten in Patch-clamp-Experimenten eine schwache Spannungsabhén-
gigkeit, eine schwache Auswartsrektifizierung und wurden sowohl durch monovalente als
auch divalente Kationen getragen. Die Stromgrofen waren im Vergleich zu der hohen,
unter gleichen Messbedingungen gemessenen Einzelkanalleitfahigkeit von 73 pS nur sehr
klein (< 250 nA bei —80 mV) [58]. Von den murinen Spleifvarianten wurden bislang nur
die TRPM3al- und TRPM3a2-Spleifsvariante funktionell charakterisiert. Beide Spleifs-
varianten unterscheiden sich ausschlieflich in der mutmaflichen Porenregion zwischen
fiinfter und sechster Transmembrandoméne voneinander. Bei TRPM3a2 ist hier eine 12
Aminosduren lange Sequenz deletiert und ein Alanin durch Prolin substituiert. Folglich
besitzt TRPM3a2 gegeniiber TRPM3a1 eine verkiirzte Pore [129]. Auch die beiden bereits
funktionell charakterisierten humanen Spleifvarianten weisen eine solche verkiirzte Pore
auf [130]. Infolge dieses Unterschiedes in der mutmaflichen Porenregion zeigen TRPM3a1
und TRPM3a2 unterschiedliche Ionenselektivitaten. Bi-ionische Umkehrpotentialmessun-
gen zeigten, dass TRPM3a2 eine im Vergleich zu TRPM3al deutlich hohere Permeabi-
litdt fiir divalente Kationen (Ca®*, Mg*") aufweist. Divalente Einwértsstrome waren bei
TRPM3a2 im Gegensatz zu TRPM3al nachweisbar, allerdings nur in Gegenwart extrem
hoher Konzentrationen an Ca’"™ und Mg®". Daneben zeigen beide Spleifvarianten auch
noch eine unterschiedliche Regulation durch extrazellulire, monovalente Kationen (Na™,
K™"). Extrazellulire, monovalente Kationen hemmen ausschlieflich den Auswirtsstrom
von TRPM3a2, nicht jedoch den von TRPM3a1. Der hemmende Effekt von Na™ ist hier-
bei stirker als der von K. Trotz dieser Unterschiede weisen TRPM3a1 und TRPM3a:2
jedoch auch noch Gemeinsamkeiten auf. Beide zeigen eine konstitutive Aktivitdt, eine
auswartsrektifizierende Strom-Spannungsbeziehung, eine schwache Spannungsabhéngig-
keit und eine Hemmung durch intrazellulires Mg*" und extrazellulére, divalente Kationen
[129]. Exprimiert werden TRPM3-Kanile beim Menschen im Sammelrohr der Niere sowie
in verschiedenen Teilen des Riickenmarks und des Gehirns [59, 97]. Bei der Maus wer-
den TRPM3-Kanéle im Choroiden Plexus und in anderen Teilen des Gehirns exprimiert
[129]. Im Gegensatz zum Menschen sind in der Niere der Maus keine TRPM3-Transkripte
zu finden [59]. Daneben finden sich TRPM3-Transkripte noch in Hoden, Eierstocken,
Pankreas, Leber und Auge [46, 59 00, 07, 129]. Aufgrund seiner hohen Expression in
der Niere des Menschen wird TRPM3 eine Rolle bei der renalen Ca*"-Homeostase [59)

und aufgrund seiner hohen Expression im Choroiden Plexus der Maus eine Rolle bei
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der Kationenhomeostase der Zerebrospinalfliissigkeit zugeschrieben [129]. Da D-Erythro-
Sphingosin in vivo mit der Regulation des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und
dem Zelltod in Verbindung gebracht wird, ist TRPM3 mdglicherweise auch in einen oder

mehrere dieser Prozesse involviert [5§].

Da die in der vorliegenden Promotionsarbeit ausgearbeiteten funktionellen Eigenschaften
von TRPMS3 mit denen anderer Mitglieder der TRPM-, TRPC- und TRPV-Unterfamile
verglichen werden, werden in den folgenden Abschnitten die Mitglieder dieser drei Unter-

familien vorgestellt.

1.2.2 Die TRPC-Unterfamilie

Die TRPC-Unterfamilie, deren Mitglieder den héchsten Verwandtschaftsgrad zu Drosophi-
la TRP aufweisen und aufgrunddessen als erstes in Sdugetieren entdeckt wurden, umfasst
derzeit sieben Proteine, TRPC1-TRPC7. Diese bilden nichtselektive, Ca*"-permeable
Kationenkanéle aus, die eine Phospholipase C-abhéingige Aktivierung zeigen. Der ge-
naue auf die Phospholipase C-Aktivierung folgende Mechanismus, der zur Aktivierung
der TRPC-Proteine fiihrt, wird aufgrund der widerspriichlichen Datenlage allerdings noch
kontrovers diskutiert. Zur Debatte stehen sowohl speicherunabhéngige als auch speicher-
abhéngige Mechanismen (rezeptorvermittelte bzw. speichervermittelte Aktivierung). Auf-
grund von funktionellen und strukturellen Ahnlichkeiten kénnen die Mitglieder der TRPC-
Unterfamilie nochmals in die folgenden vier Untergruppen unterteilt werden: TRPCI,
TRPC2, TRPC4/TRPC5, TRPC3/TRPC6/TRPCT.

TRPC1, das Griindungsmitglied der TRPC-Proteinfamilie, war der erste lonenkanal, der
in Sdugetieren identifiziert wurde [199]. Ob es sich hierbei allerdings um einen funktions-
fahigen Ionenkanal handelt, ist noch umstritten. Neben Daten, die seine Funktionsun-
fahigkeit im heterologen Expressionssystem belegen [169], existieren zahlreiche Studien,
die seine Funktion als speicher-aktivierten bzw. rezeptor-aktivierten Ionenkanal bestéti-
gen [212]. Aufgrund seiner ubiquitéren Expression und seiner Fahigkeit mit TRPC4 und
TRPC5 zu heteromultimerisieren wird vermutet, dass TRPC1 in zahlreichen Geweben
Komponente eines solchen heteromeren Komplexes ist [169] [170].

Uber TRPC2, den zweiten Vertreter der TRPC-Proteinfamilie, sind bislang nur wenige
Daten verfiighar. Wihrend das trpC2 Gen im Menschen ein Pseudogen ist [I85], kodiert
es in den Geweben von Maus und Ratte fiir einen funktionsfihigen Kationenkanal, der
in vivo durch DAG aktiviert wird [108]. Da TRPC2 vornehmlich in den Mikrovilli der
Rezeptorzellen des vomeronasalen Organs der Ratte und der Maus exprimiert wird und

TRPC2-defiziente Mause zudem nicht féhig sind, die sexuelle Identitét ihrer Artgenossen
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zu erkennen, wird vermutet, dass TRPC2 an der Pheromonwahrnehmung beteiligt ist
[98, 104, 108, 167]. Daneben findet man TRPC2 noch im Kopf muriner Spermatozyten
[85]. Eine wichtige Rolle bei der Akrosomenreaktion kann jedoch aufgrund der nachge-
wiesenen Fertilitat TRPC2-defizienter Méuse ausgeschlossen werden [98], [167].

TRPC4 und TRPC5, die TRPC1 am néchsten stehen, weisen untereinander eine hohe
Homologie auf (64% Identitéit) und werden aufgrundessen zu einer Untergruppe zusam-
mengefasst. Sie stellen beide nichtselektive Kationenkanéle dar, fiir deren Aktivierung die
Aktivitat der Phospholipase C erforderlich ist. Die Phospholipase C-vermittelte Hydro-
lyse von PIP; zu DAG und IPj3 scheint bei der Aktivierung von TRPC4 und TRPC5
allerdings keine Rolle zu spielen, da DAG und IPj alleine zu keiner Aktivierung fiihren
[76], 131, 159]. Abweichend von den anderen TRP-Proteinen zeigen TRPC4 und TRPC5 in
Gegenwart mikromolarer Konzentrationen an Lanthanoiden eine Potenzierung. In Gegen-
wart millimolarer Konzentrationen werden jedoch auch sie durch Lanthanoide gehemmt
[84, 159, 169]. TRPC4 und TRPC5 werden in zahlreichen Geweben exprimiert. Beson-
ders hohe Konzentrationen findet man hierbei im Gehirn. Aufgrund ihrer iiberlappenden
Expression wird vermutet, dass sie heteromultimere Komplexe miteinander sowie mit
TRPC1 bilden. Bereits gezeigt werden konnte, dass Heteromultimere aus TRPC1 und
TRPC4 bzw. TRPC1 und TRPCS5 sich deutlich in ihren biophysikalischen Eigenschaften
von den jeweiligen Homomultimeren unterscheiden [169, 170]. TRPC4 spielt sowohl bei
der Vasoregulation [49] als auch bei der mikrovaskuldren Permeabilitdt der Lunge eine
entscheidende Rolle [I77]. TRPC5, der in hippokampalen Wachstumskegeln exprimiert
wird, scheint an der Modulation des Neuritenwachstums beteiligt zu sein [57].

TRPC3, TRPC6 und TRPC7, die untereinander 65-78% Identitit aufweisen, bilden ei-
ne weitere Untergruppe. Sie stellen ebenfalls nichtselektive Kationenkanéle dar, die ei-
ne Phospholipase C-abhéngige Aktivierung zeigen [76]. Im Gegensatz zu TRPC4 und
TRPC5 werden sie durch DAG aktiviert [76]. TRPC3, TRPC6 und TRPCT zeigen ei-
ne hohe Expression in glatten Muskelzellen und Herzmuskelzellen, was sie zu mdglichen
Kandidaten fiir einen dort exprimierten, nichtselektiven Kationenkanal macht. Analog
dazu konnte bereits nachgewiesen werden, dass TRPC6 ein essentieller Bestandteil des
al-Adrenorezeptor-aktivierten Kationenkanals in der Portalvene des Kaninchens ist [81].
Daneben spielen die drei wahrscheinlich noch eine Rolle bei der Regulation des vaskuléren

Tonus, des Atemwegswiderstandes und der Herzfunktion [33].

1.2.3 Die TRPV-Unterfamilie

Die TRPV-Unterfamilie, die im Bereich der fiinften und sechsten Transmembrandoméne

25% Identitat zur TRPC-Unterfamilie aufweist, umfasst bei Sdugetieren sechs Proteine
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(TRPV1-TRPV6). Diese konnen aufgrund von funktionellen Ahnlichkeiten nochmals in
die folgenden zwei Untergruppen unterteilt werden: TRPV1-TRPV4 und TRPV5/TRPV6.
Wihrend TRPV5 und TRPV6 konstitutiv aktive, Ca*"-selektive, einwirtsrektifizieren-
de Kationenkanile darstellen, handelt es sich bei TRPV1-TRPV4 um schwach Ca?*-
selektive, auswartsrektifizierende Kationenkanéle, die durch Warme bzw. Hitze aktiviert
werden. Gemeinsam ist allen Mitglieder der TRPV-Unterfamilie die Hemmung durch Ru-
theniumrot [150].

Das Griindungsmitglied der TRPV-Proteinfamilie TRPV1, auch bekannt unter dem Sy-
nonym Capsaicin- bzw. Vanilloidrezeptor 1, das bei der Suche nach einem Rezeptor fiir
vanilloide Substanzen mittels einer Expressions-Klonierungsstrategie identifiziert wurde
[18], ist der am vollstédndigsten untersuchte Kationenkanal dieser Familie. Eine Vielzahl
verschiedenster Stimuli fiihren zu seiner Aktivierung. Zu seinen Agonisten zéhlen neben
moderater Hitze (> 43°C) auch Capsaicin, Resiniferatoxin, Protonen, Endocannabinoide
wie Anandamid, Eicosanoide und 2-APB [20, [7§]. TRPV1 wird in zahlreichen Geweben
exprimiert. Seine Funktion wurde bisher allerdings am besten in sensorischen Neuronen, in
denen er als erstes identifiziert wurde, untersucht [I8, [I78]|. Da TRPV1-defiziente Mause
in nozizeptiven, inflammatorischen und thermoregulatorischen Tests eine reduzierte Sen-
sitivitat auf vanilloide Substanzen zeigten, wird TRPV1 eine Rolle bei der Wahrnehmung
von Schmerzen zugeschrieben [I7]. Auch konnte gezeigt werden, dass TRPV1 eine wich-
tige Rolle bei der thermalen Hyperalgesie spielt [30]. Daneben scheint TRPV1 noch an
zahlreichen weiteren physiologischen Prozessen beteiligt zu sein, wie Sattheit [2], Hérmo-
dulation [210], Motilitdt der Harnblase [12] und des Gastrointestinaltraktes [51].
TRPV2 wird neben noxischer Hitze (> 52 °C) [19] auch noch durch 2-APB [7§] und
hypoosmotisch-bedingte Zellschwellung aktiviert [120]. Exprimiert wird TRPV2 vornehm-
lich in DRG-Neuronen, wo er vermutlich die Wahrnehmung noxischer Hitze vermittelt.
Fiir TRPV3 konnte neben einer Aktivierung durch nichtnoxische Hitze (> 30 °C) [166],
201] auch eine Aktivierung durch 2-APB [23] [7§] und Campher [119] nachgewiesen wer-
den. TRPV3 zeigt eine hohe Expression in Haut, Zunge und ZNS [166, 201]. Da TRPV1
ebenfalls im ZNS exprimiert wird, besteht die Moglichkeit dort mit diesem zu heteromulti-
merisieren [166]. Wie beim Menschen wird TRPV3 in der Maus auch in den Keratinozyten
der Haut exprimiert [134]. Da TRPV3-defiziente Mause eine verédnderte thermale Préfe-
renz zeigen, ist er vermutlich wichtig fiir die Temperaturwahrnehmung [119).

TRPV4 wird neben moderater Hitze (> 27 °C) noch durch hypotone Loésung, Arachi-
donséure, Anandamid und den Phorbolester 4a-PDD aktiviert [I71) 192, 195]. Die Ak-
tivierung durch hypotone Losung ist hierbei auf die schwellungsinduzierte Produktion
von 5’6 "-Epoxyeicosatriensaure (56 -EET) zuriickzufiithren, die TRPV4 direkt aktiviert
[192]. Die Aktivierung durch Arachidonsédure und Anandamid verlauft ebenfalls iiber 56 “-
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Epoxyeicosatriensdure (56 -EET) [196]. Da Mutationen in der dritten Transmembrando-
méne nur die Aktivierung durch Hitze und 4a-PDD, nicht jedoch die Aktivierung durch
hypotone Losungen beeintrachtigen, scheinen noch weitere Mechanismen an der Akti-
vierung von TRPV4 beteiligt zu sein [192]. Eine allosterische Wechselwirkung zwischen
den einzelnen Aktivierungsmechanismen ist hierbei wahrscheinlich, da Hitze und hypoto-
ne Losung TRPV4 synergistisch aktivieren [I01]. Desweiteren erfordert die Aktivierung
durch Hitze [197], nicht jedoch die Aktivierung durch hypotone Losung, intakte Ankyrin-
Repeats im N-Terminus [I01]. Im Gegensatz zu TRPV1, TRPV2 und TRPV3 ist TRPV4
insensitiv gegeniiber einer Aktivierung mit 2-APB [78]. TRPV4-defiziente Mause zeigen
eine verminderte Sensitivitat gegeniiber Druck und Osmolaritét, eine verdnderte thermale
Préferenz sowie einen Gehorverlust [96], 102, 174, 175].

TRPV5 und TRPV6 weisen untereinander 66-74% Identitat auf, weichen aber deutlich in
ihrer Aminoséduresequenz von den iibrigen Mitgliedern der TRPV-Proteinfamilie ab (20-
24% Identitét). Aufgrunddessen bilden sie eine eigenstidndige Untergruppe. Funktionell
unterscheiden sich TRPV5 und TRPV6 noch in folgenden drei Punkten von diesen: Sie
zeigen 1. eine starke Einwartsrektifizierung, 2. eine hohe konstitutive Aktivitat, die durch
intra- und extrazellulires Ca®" [186] sowie durch Calmodulin [125] reguliert wird, und 3.
eine hohe Ca®"-Selektivitit (Pca:Pya > 100) [I86, 206]. Fiir die hohe Ca*"-Selektivitit
sind die negativ geladenen Aspartatreste in Position 542 (TRPV5) bzw. Position 541
(TRPV6) verantwortlich [127], [189]. Im heterologen Expressionssystem bilden TRPV5
und TRPV6 sowohl homo- als auch heteromultimere Komplexe aus [75]. Bei TRPV6 sind
hierbei die N-terminalen Ankyrin-Repeats mafgeblich an der Zusammenlagerung der Ka-
naluntereinheiten und an der Stabilisierung des Kanalkomplexes beteiligt [42]. Da die
Expressionsmuster von TRPV5 und TRPV6 nicht vollstandig iiberlappen - TRPV5 wird
vornehmlich in der Niere und im Darm [73] und TRPV6 vornehmlich in der Plazenta
und im Darm exprimiert [71], 136] - bleibt abzuwarten, inwieweit die im heterologen Ex-
pressionssystem beobachteten TRPV5/TRPV6-Heteromultimere auch in vivo eine Rolle
spielen. Bisweilen wird angenommen, dass TRPV5 und TRPV6 fiir die Vitamin D sti-
mulierte Ca?"-Aufnahme in die Epithelien von Darm, Niere und Plazenta verantwortlich
sind. In der Tat zeigen TRPV5-defiziente Méause trotz erhchter Vitamin D-Level eine

verminderte Ca®"-Resorption sowie eine Hypercalciurie [74, 183)].

1.2.4 Die TRPM-Unterfamilie

Die TRPM-Unterfamilie, die im Bereich der fiinften und sechsten Transmembrandoma-
ne 20% Identitdt mit der TRPC-Unterfamilie aufweist, besteht aus acht Mitgliedern.

Diese konnen aufgrund von strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten nochmals in
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die folgenden vier Untergruppen unterteilt werden: TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPM5,
TRPM6/TRPM7 und TRPM2/TRPMS. Die TRPM-Proteinfamilie bildet insgesamt eine
sehr heterogene Unterfamilie von Kationenkanélen, die sich sowohl in ihren Selektivi-
taten als auch in ihren Aktivierungsmechanismen und ihren Aktivierungs- bzw. Inakti-
vierungskinetiken sehr stark voneinander unterscheiden. Die Heterogenitit wird durch
die Bildung von Heteromultimeren sowie das Auftreten von Spleiffvarianten nochmals
erhoht. Spleiffvarianten wurden bislang fiir alle TRPM-Proteine bis auf TRPM7 iden-
tifiziert [105]. Sie konnen zum einen selbst aber auch in Kombination mit Volldngen-
Isoformen Ionenkanéle mit neuen biophysikalischen Eigenschaften bilden und zum anderen
die Aktivitat des Vollangen-Ionenkanals durch einen dominant-negativen Effekt unterbin-
den [203]. Drei Mitglieder der TRPM-Proteinfamilie (TRPM2, TRPM6 und TRPM7)
heben sich aufserdem durch die Anwesenheit einer C-terminalen Enzymdoméne von den
iibrigen TRP-Proteinen ab. TRPM2 weist hierbei C-terminal eine Nukleosiddiphosphat-
Pyrophosphatase-Doméne auf, die spezifisch ADP-Ribose bindet. Wéhrenddessen enthal-
ten TRPM6 und TRPM7 im C-Terminus eine atypische a-Proteinkinase-Doméne, die
ATP bindet und dieses zu ADP und P; hydrolisiert.

TRPM1 (Melastatin), der Namensgeber der TRPM-Proteinfamilie, sowie zahlreiche Iso-
formen von TRPM1 wurden zunéchst in murinen B16 Melanomzellinien mit unterschied-
lichem Metastasierungspotential identifiziert [35] [43|. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
die Expression von TRPMI1 mit dem Metastasierungspotential invers korreliert, d.h. stark
metastasierende Zellen eine reduzierte Expression von TRPM1 aufweisen. Aufgrunddes-
sen wird TRPM1 die Rolle eines Tumorsuppressors zugeschrieben. Genutzt wird dieser
Befund in der Klinik. Hier dient die TRPM1-Expression bei Patienten mit malignen Mela-
nomen als prognostischer Marker fiir Metastasen [34]. Neben seiner Expression in murinen
Melanomzellinien wird TRPM1 noch in den Melanozyten der Haut sowie im Auge expri-
miert [105]. Ob TRPMI1 einen funktionsfihigen Ionenkanal bildet, ist noch ungeklért.
TRPM2, das zweite Mitglied der TRPM-Proteinfamilie, zeichnet sich insbesondere da-
durch aus, dass er neben seiner lonenkanaldoméne noch eine C-terminale Enzymdoméane
besitzt. Diese weist eine hohe Homologie zur NUTD9-Hydrolase-Familie auf und ist in
der Lage als ADP-Ribose-Pyrophosphatase zu fungieren, d.h. ADP-Ribose zu binden und
anschlieftend zu AMP und Ribose-5-P zu hydrolisieren. Da erhéhte Konzentrationen an
ADP-Ribose (EC59 = 100 uM) auch zu einer Aktivierung von TRPM2 fiithren, wird ein
Zusammenhang zwischen enzymatischer Aktivitit und Offnung des Ionenkanals vermutet
[137]. Neben ADP-Ribose konnte auch fiir 5-NAD [157], cADP-Ribose [86] und HyO,
[66, 198] eine Aktivierung von TRPM2 nachgewiesen werden. Da ADP-Ribose sowohl
aus $-NAD als auch cADP-Ribose mit Hilfe von CD38 gebildet werden kann, handelt es

hierbei vermutlich nur um eine indirekte Aktivierung. Auch fiir HyO, und andere reaktive

12



EINLEITUNG

O4-Spezies wird neben einer direkten noch eine indirekte Aktivierung diskutiert. Hierbei
wird angenommen, dass reaktive Og-Spezies zum einen ADP-Ribose aus Mitochondri-
en freisetzen [I38] und zum anderen die Aktivitét von Poly-ADP-Ribose-Polymerasen in
der Zelle erh6hen, was zu einer verstirkten Bildung von Poly-ADP-Ribose fiihrt. Diese
wird anschliefend durch Poly-ADP-Glykohydrolasen wieder abgebaut, wobei ADP-Ribose
freigesetzt wird [45]. Exprimiert wird TRPM2 in den Mikroglia-Zellen des Gehirns [89].
Daneben sind Transkripte noch in zahlreichen anderen Geweben (Knochenmark, Herz,
Leber, Lunge, Milz, Pankreas) sowie Zellen des Immunsystems (Monozyten, Leukozyten,
Makrophagen, Neutrophile) zu finden [I39]. Neben seiner Funktion als zelluldrer Redox-
sensor, wird TRPM2 noch eine Rolle bei der Freisetzung von Insulin aus den (-Zellen des
Pankreas zugeschrieben [80)].

TRPM4-Kanile sind sowohl in erregbaren als auch nichterregbaren Zellen zahlreicher Ge-
webe zu finden. Sie stellen Ca®T-aktivierte, nichtselektive Kationenkénale dar, die fiir mo-
novalente, nicht jedoch fiir divalente Kationen permeabel sind [94]. Die berichteten Ca*"-
Konzentrationwerte, die zur halbmaximalen Aktivierung erforderlich sind, schwanken hier-
bei erheblich. Obwohl TRPM4 fiir Ca®"™ impermeabel ist, spielt er vermutlich eine bedeu-
tende Rolle bei der Regulation der intrazelluldren Ca®"-Konzentration. In nichterregbaren
Zellen fiihrt das durch TRPM4 einstrémende Na® zu einer Depolarisation der Plasma-
membran, die wiederum die treibende Kraft fiir den Ca*"-Einstrom durch sogenannte
speicheraktivierte Ca®"-Kanile reduziert. In erregbaren Zellen ist TRPM4 fiir die Dauer,
Frequenz und Form von Aktionspotentialen und fiir die Aufrechterhaltung des Ca*"-
Einstroms durch spannungsabhingige Ca®"-Kanéle, d.h. sogenannte Ca*"-Oszillationen,
wichtig. In Abhéngigkeit vom Zelltyp kann TRPM4 somit den Ca?"-Einstrom zum einen
unterdriicken und zum anderen fordern [95] [140)].

Das Gen, das fiir TRPMb5 kodiert, wurde bei der funktionellen Analyse einer chromoso-
malen Region, die mit zahlreichen Tumoren in Verbindung gebracht wird, identifiziert. Ob
TRPMS5 allerdings bei der Tumorgenese eine Rolle spielt ist noch ungeklart [146]. Expri-
miert wird TRPMS5 in Geweben, die an der Geschmackswahrnehmung beteiligt sind [147].
Daneben finden sich auch noch Transkripte in zahlreichen weiteren fetalen und adulten
Geweben (Herz, Gehirn, Leber, Niere, Darm, Lunge [146]). Die Resultate funktioneller
Studien zu TRPMb5 unterscheiden sich erheblich. Neben einer rezeptor-vermittelten Akti-
vierung wird auch noch eine direkte Aktivierung durch Ca* diskutiert [77, [147]. Analog zu
TRPM4 schwanken die Ca?"-Konzentrationwerte, die zur halbmaximalen Aktivierung er-
forderlich sind, stark [77, 107, [145]. Auch die biophysikalischen Eigenschaften von TRPM5
dhneln denen von TRPM4. TRPMb5 unterscheidet sich allerdings in seinen Aktivierungs-
und Inaktivierungskinetiken sowie in seiner Ca*"-Sensitivitit von diesem [I82]. Zudem

zeigt TRPM5 eine Ca?'-abhingige Inaktivierung, der durch Zugabe von PIP, entgegen-
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gewirkt werden kann [I07]. Aufgrund seiner &hnlichen biophysikalischen Eigenschaften
scheint er in der Zelle dem gleichen Zweck zu dienen wie TRPM4, namlich der Depolari-
sation der Plasmamembran. Aufgrund seiner Expression in Geschmacksrezeptorzellen der
Zunge [147], 209] und in f-Zellen des Pankreas [145] wird TRPM5 noch eine Rolle bei der
Geschmackswahrnehmung von Siifsstoffen, Bitterstoffen und Aminoséuren sowie bei der
Regulation der Insulinfreisetzung zugeschrieben. Die Rolle bei der Geschmackswahrneh-
mung konnte mit Hilfe von TRPMb5-defizienten Mausen bestétigt werden [29] 209].
TRPM6 steht TRPM7 sowohl in seinen strukturellen als auch in seinen funktionellen Ei-
genschaften sehr nahe. Wie TRPMY7 zeichnet auch er sich durch die Anwesenheit einer C-
terminalen Enzymdoméne aus, die die Eigenschaften einer atypischen a-Proteinkinase be-
sitzt. Elektrophysiologische Studien von TRPMG6 lieferten bisweilen kontroverse Ergebnis-
se. Wihrend in einer Studie nach heterologer Expression grofe TRPM6-vermittelte Stro-
me nachgewiesen wurden, die nicht von TRPM7 unterscheidbar waren (Hemmung durch
intrazellulires Mg*" /MgATP, Selektivitdt fiir Ca®" und Mg*", auswirtsrektifizierende
Strom-Spannungsbeziehung) [190], zeigte eine andere Studie eine ausschlieflich intra-
zelluldre Lokalisation von TRPMG6. Erst die Koexpression von TRPM7, die mit der Bil-
dung von TRPM6/TRPM7-Heteromultimeren einhergeht, fiihrte zu messbaren Stromen.
Die TRPM6/TRPMT7-vermittelten Strome waren hierbei deutlich grofer als die TRPM7-
vermittelten Strome. Infolgedessen wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass TRPM7 fiir
die Translokation von TRPM6 zur Plasmamembran unabdingbar ist [22]. Im Gegensatz zu
TRPM7 wird TRPM6 nicht ubiquitér exprimiert, sondern ist vornehmlich in der Niere und
im Darm zu finden. Hier scheint TRPMS6 in den aktiven, transzelluliren Mg?*-Transport
involviert zu sein. Mutationen im trpM6-Gen sind fiir die autosomal-dominante Form von
HSH (Hypomagnesiamie mit sekundédrer Hypocalcidmie) verantwortlich. HSH-Patienten
zeigen aufgrund einer reduzierten intestinalen und renalen Mg®"-(Re)Absorption deut-
lich erniedrigte Serum-Mg?-Spiegel und sind auf die lebenslange Einnahme hoher Mg?*-
Dosen angewiesen. Eine Kompensation des Mg*"-Defizits auf diesem Wege ist méoglich, da
die passiven, parazelluldiren Aufnahmemechanismen nicht beeintrachtigt sind [161, 194].
Initial wurde TRPM7 als Ca*"-permeabler, nichtselektiver Kationenkanal beschrieben,
der durch intrazellulares ATP aktiviert wird und fiir dessen Kanalaktivitit die Kinasedo-
méne erforderlich ist [I54]. Im folgenden zeigte sich jedoch, dass diese Beschreibung nicht
zutreffend ist. Entgegen dieser initialen Beschreibung bildet TRPM7 einen Kationenkanal,
der sich durch eine intrazellulire Mg®*-Hemmung (IC5y = 6 mM) auszeichnet [88, 122].
In weiteren Studien konnte zudem gezeigt werden, dass TRPM7 nicht nur fiir Mg®t und
Ca?" permeabel ist, sondern zusétzlich auch noch fiir weitere Spuren- und Schwerme-
talle (Zn®t, Mn**, Co®*, Ni**, Cd*") [115]. In Abwesenheit von divalenten Kationen

wird TRPM7 monovalent permeabel. Gleichzeitig ist eine Linearisierung der ansonsten
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stark auswiértsrektifizierenden Strom-Spannungsbeziehung beobachtbar. Der starken Aus-
wartsrektifizierung von TRPM7 in Gegenwart von divalenten Kationen liegt somit keine
Spannungsabhéngigkeit zugrunde, sondern eine Hemmung des monovalenten Einwérts-
stromes durch divalente Kationen [122]. Die Kinasedoméne scheint zwar eine bedeutende
Rolle bei der Determination der Mg*"-Sensitivitit von TRPM7 zu spielen, ist jedoch
entgegen der initialen Beschreibung fiir die Kanalaktivitdt nicht erforderlich [1111, 162].
Neben intrazellulirem Mg*" /MgATP wird die Kanalaktivitit von TRPM7 auch noch
durch PIP; reguliert [93, [153]. Eine positive und negative Modulation durch cAMP konn-
te ebenfalls schon gezeigt werden [I76]. Wahrend Polykationen (Spermin, Spermidin) zu
einer Hemmung des TRPMT7-Stromes fiihren, potenzieren Protonen diesen. Hierbei wird
angenommen, dass die Protonen die Hemmung des monovalenten Einwértsstromes durch
divalente Kationen aufheben, indem sie mit diesen um die Bindungsstelle in der Pore kon-
kurrieren [82]. Funktionell scheint TRPM?7 wichtig fiir die Uberlebensfihigkeit der Zellen
zu sein. Zellen, in denen TRPM?7 gezielt herunterreguliert wurde, stoppen zunéchst ihr
Wachstum und sterben schlieRlich ab [122]. Da das Wachstum und die Uberlebensfihigkeit
jedoch durch extrazellulire Mg®T-Gaben, nicht jedoch durch extrazellulire Ca®*"-Gaben
aufrechterhalten werden konnten, scheint TRPM7 insbesondere fiir die zellulire Mg*"-
Aufnahme verantwortlich zu sein [162]. Ob TRPM7 auch fiir die zellulire Ca*"-Aufnahme
physiologisch relevant ist, ist noch unbekannt. Die Ca®*-Aufnahme via TRPM7 konnte
moglicherweise eine Rolle bei oxidativem und metabolischem Stress spielen [I]. Erhohte
Ca*"-Konzentrationen leiten hier die Apoptose der Zellen ein und fithren schlieflich zu
deren Zelltod.

TRPMS wurde urspriinglich bei der Suche nach Genen, die bei bosartiger Entartung der
Prostata hochreguliert sind, entdeckt [I80]. Im folgenden konnte jedoch seine Anwesen-
heit auch in priméren, sensorischen Neuronen gezeigt werden. Wahrend seine Funktion
in der Prostata und seine dortige mogliche Rolle bei der Tumorgenese noch weitestge-
hend unbekannt sind, bestérkt seine Anwesenheit in kdlte-sensitiven Neuronen seine Rol-
le bei der Temperatur- und Schmerzwahrnehmung [112, 114] 133]. Neben Kélte (8-28
°C) fithren auch kiithlende Agentien wie Menthol und Icilin zur Aktivierung von TRPMS8
[14, 112], 133, 191]. Im aktivierten Zustand ist TRPMS8 durch eine stark auswértsrektifi-
zierende Strom-Spannungsbeziehung charakterisiert [112]. Der starken Auswértsrektifizie-
rung liegt hierbei eine spannungabhéngige Modulation der Kanalaktivitéit zugrunde [191].
Die Kanalaktivitdt von TRPMS8 wird daneben auch noch durch die intrazellulare PIPo-
Konzentration und den intrazellularen pH-Wert reguliert. Erniedrigungen der intrazellu-
laren PIPy-Konzentration fithren zu einer Hemmung von TRPMS [I51]. Erniedrigungen
des intrazelluldren pH-Wertes fithren ausschlieflich zu einer Hemmung der Kilte- und

Icilinanwort, nicht jedoch der Mentholantwort [3].

15



EINLEITUNG

Wie aus den vorangegangenen Abschnitten iiber die TRPC-;, TRPV- und TRPM-Unter-
familie hervorgeht, sind an der Aktivierung und Regulation der TRP-Kanile eine Vielzahl
endogener und exogener Substanzen beteiligt. Der Einfluss der an der Modulation ver-
schiedenster Neurotransmitter-Rezeptoren im Gehirn beteiligter Neurosteroide auf TRP-
Kanile wurde bislang allerdings kaum untersucht, obwohl die Expression vieler TRP-
Kanéle dort bereits nachgewiesen wurde. Lediglich fiir TRPV1 wurde bislang eine Hem-
mung durch das Neurosteroid Pregnenolonsulfat beschrieben [21]. Die von verschiedenen
Arbeitsgruppen sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesene Expression

von TRPM3 im Gehirn war der Anlass fiir die Untersuchung des Einflusses von Neuro-
steroiden auf TRPM3.

1.3 Neurosteroide

Neurosteroide sind Steroide, die im Nervensytem von Nervenzellen und Gliazellen de-novo
aus Cholesterol oder einem anderen frithen Vorldufersteroid synthetisiert werden. Zu ihnen
zahlen Pregnenolon, Pregnenolonsulfat, Dehydroepiandrosteron, Dehydroepiandrosteron-
sulfat, Allopregnanolon und Progesteron sowie deren reduzierte Metaboliten [165].

Erste Hinweise auf die im Nervensystem stattfindende Steroidsynthese lieferten die im
Gehirn von Ratten nachgewiesenen hohen Konzentrationen von Pregnenolon und De-
hydroepiandrosteron sowie von deren Sulfat- und Lipoidderivaten [8]. Diese Konzentra-
tionen {iiberschritten deutlich die im Plasma anzutreffenden Konzentrationen und waren
auch nach Kastration und Adrenalektomie noch iiber einen ldngeren Zeitraum nachweis-
bar. Auch zirkadiane Schwankungen in den zerebralen Konzentrationen von Pregnenolon
und Dehydroepiandrosteron, die nicht mit den Plasmakonzentrationen korrelierten, spra-
chen fiir eine im Nervensystem stattfindende Steroidsynthese [8]. Eine Bestétigung dieser
Hinweise wurde schlieflich durch den Nachweis der Expression sowie der funktionellen
Aktivitdat des Schliisselenzyms der Steroidsynthese P450scc im Gehirn der Ratte erbracht
[53]. Ausfiihrliche Untersuchungen zeigten im folgenden, dass auch die iibrigen an der
klassischen Steroidsynthese beteiligten Enzyme im Nervensystem présent sind.

Wihrend in dlteren Publikationen Pregnenolonsulfat als das im Gehirn am meisten vor-
kommende Neurosteroid beschrieben wurde, zeigen neuere Publikationen, dass Pregneno-
lon in seiner sulfatierten Form kaum dort anzutreffen ist. Ein lipoidales Pregnenolonde-
rivat, dessen genaue chemische Struktur bisweilen noch nicht aufgeklart wurde, scheint
dagegen in deutlich hoheren Konzentrationen im Nervensystem vorzukommen [103].
Aufgrund ihrer Synthese im Nervensystem wirken Neurosteroide im Gegensatz zu den
klassischen Steroidhormonen der Gonaden (Ovarien, Testes) und der Nebenniere, die ihr

Zielorgan tiber die Blutbahn erreichen (endokrine Wirkweise), direkt am Ort ihrer Bil-
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Abb. 1.3: Uberblick iiber die Biosynthese und den Metabolismus der Neurosteroide im
Gehirn. Abbildung tibernommen aus Rupprecht und Holsboer, 1999 [155].

dung (autokrine bzw. parakrine Wirkweise). Aus diesem Grund kénnen im Nervensystem
lokal auch deutlich hohere Konzentrationen erreicht werden als im Plasma [165].

Im Gegensatz zu den klassischen Steroidhormonen iiben Neurosteroide im Nervensys-
tem zahlreiche nichtgenomische Effekte aus. Durch Interaktion mit verschiedensten io-
notropen und metabotropen Neurotransmitter-Rezeptoren (NMDA-, AMPA-, Kainat-,
Sigmal-, GABA 4-, Glycin-, nikotinischer Acetylcholin-, 5HT3-, Oxytocin-Rezeptor) mo-
dulieren sie zum einen die Aktivitdt und Plastizitdt von Neuronen und zum anderen die
Neurotransmitter- und Neuropeptidfreisetzung [155], [165]. Aufgrunddessen werden ihnen
neurotrophische und neuroprotektive, aber auch anésthetische, anxiolytische, antipsycho-
tische, antikonvulsive, antidepressive, hypnotische, sedative, schlafmodulierende und ge-
déchtnisfordernde Eigenschaften zugeschrieben [155] [165]. Aukerdem scheinen sie noch im
Nervensystem bei der Myelinisierung der Nerven eine wichtige Rolle zu spielen [165]. Im
Gegensatz zu den genomischen Effekten der klassischen Steroide, die erst nach mehreren
Stunden einsetzen, beanspruchen diese nichtgenomischen Effekte der Neurosteroide nur
wenige Minuten [I55]. Uber nichtgenomische Effekte von Neurosteroiden in der Peripherie

ist bisweilen nur wenig bekannt.

Auch der Einfluss der zu den L-Typ Ca?*-Kanalblockern zihlenden 1,4-Dihydropyridine
auf TRP-Kanile wurde bislang kaum untersucht, obwohl mit Ausnahme von TRPM4
und TRPMS5 alle TRP-Kanile Ca*"-permeable Kationenkanile ausbilden und bislang fiir

die meisten TRP-Kanéle noch keine spezifischen Antagonisten zur Verfiigung stehen. Le-
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diglich fiir TRPV5, TRPV6 und TRPC5 wurde gezeigt, dass 1,4-Dihydropyridine keine
bzw. nur eine schwach antagonistische Wirkung auf diese austiben [135], 136, 202]. Die
fiir TRPMS3 bereits gezeigte Ca?*-Permeabilitit war der Grund fiir die Untersuchung des
Einflusses von 1,4-Dihydropyridinen auf TRPMS3.

1.4 1,4-Dihydropyridine

1,4-Dihydropyridine gehoren zu der grofen Gruppe der Ca*"-Kanalblocker [121]. IThre
Synthese wurde erstmals 1882 von A. Hantzsch beschrieben [65]. Ihr pharmakologisches
Potential und ihr therapeutischer Nutzen bei koronaren Herzerkrankungen wurde aller-
dings erst nahezu hundert Jahre spéter von der Bayer AG erkannt [13|. Diese brachte 1975
Nifedipin als ersten Vertreter der 1,4-Dihydropyridine unter den Handelsnamen Adalat®
auf den Markt.

Die Wirkung der 1,4-Dihydropyridine beruht auf einer Hemmung des transmembranéren
Ca?t-Einstromes durch spannungsabhingige L-Typ Ca*"-Kanile in die Gefifmuskel-
zellen [121]. 1,4-Dihydropyridine binden hierbei an den im inaktiven Zustand befindli-
chen, spannungsabhéingigen L-Typ Ca?"-Kanal. Die hochaffine Bindungsstelle der 1,4-
Dihydropyridine ist auf der al-Untereinheit des spannungsabhéngigen Ca?"-Kanals loka-
lisiert. Durch Stabilisierung dieses inaktiven Zustandes wird die Anzahl an aktivierbaren
Ca?"-Kanilen und damit auch der Ca*"-Einstrom in den Intrazellularraum vermindert,
was zu einer verminderten Aktivitit der Ca*"-abhingigen Myosin-ATPase fithrt. Infolge-
dessen kommt es zu einer Gefafserweiterung und peripheren Geféfwiderstandsabnahme.
Die Abnahme des peripheren Gefafswiderstandes fiihrt schliefslich zur Blutdrucksenkung
und ist fiir die Wirksamkeit bei Hypertonie und Angina pectoris entscheidend. Durch
die Blutdruckabnahme nimmt auch der linksventrikulare Fiillungsdruck ab, wodurch das
Herz indirekt entlastet wird [121].

Strukturvariationen in Position 3 und 5 des 1,4-Dihydropyridinrings als auch im Substitu-
tionsmuster des Phenylringes von Nifedipin fithrten in den folgenden Jahren zu einer Viel-
zahl von weiteren 1,4-Dihydropyridinen, die sich sowohl in ihrer qualitativen als auch in ih-
rer quantitativen Wirkung von diesem unterscheiden [54]. Chirale 1,4-Dihydropyridine, die
zur zweiten und dritten Generation der 1,4-Dihydropyridine zédhlen und in Position 3 und
5 des 1,4-Dihydropyridinringes mit zwei unterschiedlichen Estern ausgestattet sind, sind
hierbei pharmakologisch wirksamer als das achirale Nifedipin. Das S-Enantiomer stellt von
beiden Enantiomeren in der Regel das wirksamere Enantiomer dar. Der Austausch des
voluminoseren Esters im S-Enantiomer gegen Wasserstoff bzw. eine Nitrogruppe fiihrt zu
Ca*"-Kanalaktivatoren. Diese stabilisieren den offenen Zustand des spannungsabhiingigen

L-Typ Ca®"-Kanals und erméglichen so den Ca®"-Einstrom iiber einen lingeren Zeitraum.
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Bei Ca*"-Kanalaktivatoren haben die beiden Enantiomere zum Teil auch qualitativ unter-
schiedliche Wirkungen, d.h. das S-Enantiomer zeigt eine agonistische, das R-Enantiomer

dagegen eine schwach antagonistische Wirkung [54].
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2 Fragestellung

Die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Mitglieder der TRP-Proteinfamilie wur-
den ausnahmslos in den letzten 10-15 Jahren in Sdugetieren identifiziert. Viele Mitglieder
sind bis zum heutigen Zeitpunkt allerdings beziiglich ihrer Aktivierungs- und Regula-
tionsmechanismen sowie Selektivitats- und Permeationseigenschaften nur unzureichend
charakterisiert. Einer der am schlechtesten charakterisierten Mitglieder stellt TRPMS3 dar.
Zwei der an unserem Institut von der Arbeitsgruppe S. Philipp klonierten fiinf murinen
Spleifvarianten - TRPM3al und TRPM3a2 - wurden in der vorliegenden Promotions-
arbeit nach heterologer Expression in HEK293-Zellen diesbeziiglich elektrophysiologisch
untersucht. Der Schwerpunkt wurde hierbei auf die TRPM3a2-Spleifivariante gelegt. Die-
se unterscheidet sich ausschlieflich in der mutmaflichen Porenregion zwischen fiinfter
und sechster Transmembrandoméne von der TRPM3al-Spleifsvariante und zeigt infolge-
dessen eine veranderte Ionenselektivitdt und verdnderte Regulation durch extrazellére,
monovalente Kationen. Aufbauend auf in unserer Arbeitsgruppe bereits durchgefiihrten
Ca*"-Imaging- und Patch-clamp-Messungen sollten folgende Teilprojekte bearbeitet wer-
den: (1) Uberpriifung der Aktivierbarkeit von TRPM3a2 durch das Neurosteroid Preg-
nenolonsulfat sowie weiterer Neurosteroide und durch das 1,4-Dihydropyridin Nifedipin
sowie weiterer 1,4-Dihydropyridine und Ausarbeitung der Spezifitdt und Dosisabhéngig-
keit der Aktivierung; (2) Untersuchung der Permeabilitit von TRPM3a2 fiir monova-
lente und divalente Kationen und Vergleich mit der von TRPM3al; (3) Untersuchung
der Interaktion permeierender Kationen durch TRPM3a?2; (4) Untersuchung der Regu-
lation von TRPM3a2 durch intrazellulires Mg**, extrazellulire, monovalente Kationen,
extrazelluldre Protonen sowie Lanthanoide und Rutheniumrot und Vergleich mit der von
TRPMa3al. Durch Bearbeitung dieser Teilprojekte sollten Einblicke in die Aktivierungs-
und Regulationsmechanismen sowie in die Poreneigenschaften von TRPM3 - insbesonde-
re der TRPM3a2-Spleifsvariante - gewonnen werden. Die Kenntnis der Aktivierungs- und
Regulationsmechanismen bildet eine wichtige Grundlage fiir die Identifizierung endogener
TRPM3a2-Kanéile sowie die Aufklarung von deren Funktion. Unterschiede und Gemein-
samkeiten zwischen der TRPM3a2- und der TRPM3al-Spleifivariante aber auch zu wei-
teren Mitgliedern der TRP-Proteinfamilie erlauben desweiteren eine Unterscheidung der
TRP-Kanéle voneinander und erleichtern durch Vergleiche die Aufklarung struktureller

und funktioneller Eigenschaften.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Chemikalien

Mit Ausnahme von Allopregnanolon (Calbiochem, San Diego, USA) wurden alle in der
vorliegenden Promotionsarbeit eingesetzten pharmakologisch wirksamen Substanzen (Cor-
ticosteron, Dehyroepiandrosteron, Dehydroepiandrosteronsulfat, Ostradiol, Menthol, Ni-
cardipin, Nifedipin, Nimodipin, Nitrendipin, Pregnenolon, Pregnenolonsulfat, Progeste-
ron, N-Vanilloylnonamid) von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. Preg-
nenolonsulfat wurde zusétzlich noch von Steraloids (Newport, Rhode Island, USA) erwor-
ben. Sonstige Chemikalien, die zur Herstellung der Losungen verwendet wurden, wurden
in den hochsten Reinheitsstufen von Acros Organics (Geel, Belgien), Alfa Aesar (Karlsru-
he, Deutschland), Biomol (Hamburg, Deutschland), Calbiochem (SanDiego, USA), Fluka
(Buchs, Schweiz), Gerbu Biotechnik (Gaiberg, Deutschland), Griissing (Filsum, Deutsch-
land), Riedel-de-Haén (Seelze, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) geliefert.

3.1.2 Lo6sungen

LOSUNGEN FUR DIE ZELLKULTUR

Tabelle 3.1: PBS pH 7,4

Salz Konzentration
lg/1]  [mmol/]]
NaCl 8,00 136.9
KCl 0,20 2,7
KHyPOy 0,20 1,5
NagHPO4 X QHQO 1,44 8,1

Die PBS pH 7,4-Losung wurde bei 121 °C und 1 bar 20 min autoklaviert.

Trypsin/EDTA
Die 10x Trysin/EDTA-Losung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurde 1:10 in
PBS pH 7,4 verdiinnt.

LOSUNGEN FUR DIE ELEKTROPHYSIOLOGIE

Die extra- und intrazellularen Losungen, die fiir die elektrophysiologischen Messungen
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eingesetzt wurden, sind zur besseren Ubersicht in den jeweiligen Kapiteln, in denen sie
Verwendung fanden, aufgefiihrt.

Die Einstellung der Osmolalitét erfolgte mit einem Gefrierpunktosmometer (Osmomat
030, Gonotec, Berlin, Deutschland) und die Einstellung des pH-Wertes mit einem pH-
Meter (pH-Meter pH523, WTW, Weilheim, Deutschland).

Mit Ausnahme der ATP-haltigen Losungen, die bei —20 °C im Gefrierschrank aufbewahrt
wurden, wurden die extra- und intrazelluldren Losungen bei +4 °C im Kiihlschrank gela-

gert.

3.1.3 Zellmedien und Zellmedienzusitze

Alle Zellmedium und Zellmedienzusétze wurden von Invitrogen (San Diego, USA) und
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

3.1.4 Zellinien

Folgende Zellinien wurden fiir die im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgefiihrten

Patch-clamp-Messungen verwendet:

e HEK293-Zellinie (human embryonic kidney cell line) [56]
Bezugsquelle: ATCC CLR 1573

e RBL2H3-Zellinie (rat basophilic leukemia cell line)
Bezugsquelle: Professor Dr. K. Aktories, Freiburg

e COS7-Zellinie (african green monkey kidney cell line) [52]
Bezugsquelle: ATCC CRL 1651

e INS1-Zellinie (rat insulinoma cell line) [4]

Bezugsquelle: Professor Dr. P.O. Berggren, Stockholm

Zusétzlich zu diesen Zellinien standen noch folgende stabil transfizierte HEK293-Zellinien

fiir die Patch-clamp-Messungen zur Verfiigung:

e stabil mit TRPM3al und TRPM3a2 transfizierte HEK293-Zellinie
(zur Verfligung gestellt von Dr. S. Philipp [129])
Den cDNAs von TRPM3al und TRPM3a2 waren hierbei im Leseraster am 5 “-Ende
ein Myc-Tag und am 3 “-Ende eine Sequenz, die fiir das Enhanced Yellow Fluorescent
Protein (EYFP) kodiert, angegliedert.

e stabil mit TRPMS transfizierte HEK293-Zellinie
(zur Verfiigung gestellt von Dr. U. Wissenbach [41])
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3.1.5 cDNAs

Fiir die transiente Transfektion standen folgende cDNAs zur Verfiigung:

e cDNA von Maus TRPM3al im pcAGGS IRES GFP-Vektor mit Myc-Tag
(erhalten von Dr. S. Philipp)
Der ¢cDNA von TRPM3al war hierbei im Leseraster am 5 -Ende ein Myc-Tag an-
gegliedert.

e cDNA von Maus TRPM3al im pcAGGS IRES GFP-Vektor ohne Myc-Tag
(erhalten von Dr. S. Philipp)

e cDNA von Maus TRPM3a2 im pcAGGS IRES GFP-Vektor mit Myc-Tag
(erhalten von Dr. S. Philipp)
Der ¢cDNA von TRPM3a2 war hierbei im Leseraster am 5“-Ende ein Myc-Tag an-
gegliedert.

e cDNA von Maus TRPM3a2 im pcAGGS IRES GFP-Vektor ohne Myc-Tag
(erhalten von Dr. S. Philipp)

e cDNA von Ratte TRPV1 im pcDNA3-Vektor
(erhalten von Dr. B. Niemeyer, zur Verfiigung gestellt von Professor Dr. M. Cateri-
na, Baltimore)
Der ¢cDNA von TRPV1 war hierbei im Leseraster am 3 “-Ende eine Sequenz ange-
gliedert, die fiir das Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP) kodiert.

e cDNA der alc-Untereinheit des spannungsabhingigen Ca?*-Kanals aus der Maus
im pcAGGS-Vektor
(erhalten von S. Link und Prof. Dr. V. Flockerzi, noch nicht veréffentlicht)

e cDNA der 32.3-Untereinheit des spannungsabhingigen Ca?*-Kanals aus der Maus
im pcAGGS-Vektor
(erhalten von S. Link und Prof. Dr. V. Flockerzi, noch nicht veréffentlicht)

e cDNA des Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) im pcDNA3-Vektor

3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur und Zelltransfektion

Alle im Rahmen dieser Promotionsarbeit verwendeten Zellinien wurden in 75 cm? grofen
Gewebekulturflaschen in einer befeuchteten, 5% COs-enthaltenden Atmosphare bei 37 °C

kultiviert. Hierzu wurden die nachfolgend aufgefithrten Kulturmedien verwendet:

23



MATERIALIEN UND METHODEN

e HEK293-Zellinie bzw. stabil transfizierte HEK293-Zellinie :
Minimum essential medium (MEM) mit Earle’s Salzen + L-Glutamin, supplemen-
tiert mit 10% fotalem Rinderserum. Dem Kulturmedium der stabil transfizierten
HEK293-Zellen wurde zusétzlich noch 1% Geneticin (G418) zugesetzt.

o RBL2H3-Zellinie:
Minimum essential medium (MEM) alpha mit Earle s Salzen + L-Glutamin, ohne
Ribonukleotide /Desoxyribonukleotide, supplementiert mit 15% fotalem Rinderse-
rum, 1% Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin)
und 1% L-Glutamin

o COS-Zellinie:
Dubecco s modifiziertes Eagle Medium mit 4500 mg D-Glucose, L-Glutamin + Na-

triumpyruvat, supplementiert mit 10% fotalem Rinderserum

e INS1-Zellinie:
RPMI 1640 Medium, supplementiert mit 10% fotalem Rinderserum, 1% Penicil-
lin/Streptomycin (10000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin), 1 mM Natrium-
pyruvat, 10 mM HEPES und 50 M (-Mercaptoethanol

Zur Reduktion der Zelldichte wurden die Zellen zwei- bis dreimal wochentlich mit Tryp-
sin/EDTA passagiert.

Wihrend die stabil transfizierten HEK293-Zellen nach Trypsinierung mit Trypsin/EDTA
und anschlieflender Ausplattierung in Kulturschélchen mit einem Durchmesser von 35
mm direkt fiir die Patch-clamp-Messungen genutzt werden konnten, wurden die Zellen
der iibrigen Zellinien zunéchst einer transienten Transfektion mit dem Transfektionsrea-
genz Polyfect (Quiagen, Hilden, Deutschland) unterzogen. Hierbei handelt es sich um ein
Dendrimer, an dessen verzweigten Enden positiv geladene Aminogruppen gebunden sind,
die mit der negativ geladenen cDNA interagieren. Die daraus resultierenden kompakten
Strukturen aus Polyfect und cDNA werden nach Bindung an die Zelloberfliche der Zel-
len iiber unspezifische Endocytose in diese aufgenommen. Fiir die transiente Transfektion
wurden die Zellen nach Trypsinierung mit Trypsin/EDTA ebenfalls in Kulturschélchen
mit einem Durchmesser von 35 mm ausplattiert und bis zu einer Zelldichte von 70-80%
heranwachsen gelassen. Diese wurde in Abhéngigkeit von der Zellinie 1-2 Tage nach Aus-
plattierung erreicht. Zur transienten Transfektion wurde in einem 1 ml Eppendorf-Gefif
zunédchst 100 pl OptiMEM (Invitrogen, San Diego, USA) vorgelegt und anschlieftend 3 ug
der entsprechenden ¢cDNA und 9 ul Polyfect zupipettiert. Nach kurzem Mischen wurde
das Gemisch aus cDNA und Polyfect dann 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Wihrend der Inkubationszeit wurden die zu transfizierenden Zellen mit 2 ml PBS pH 7,4
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gewaschen und mit 1,5 ml frischem Kulturmedium versehen. Nach Ablauf der Inkuba-
tionszeit wurde das Gemisch aus cDNA und Polyfect mit 0,6 ml frischem Kulturmedium
verdiinnt und auf die Zellen gegeben. 24-48 Stunden nach der transienten Transfektion
wurden die transfizierten Zellen zur Reduktion der Zelldichte erneut mit Trypsin/EDTA
trypsiniert und diinn in Kulturschélchen mit einem Durchmesser von 35 mm fiir die Patch-
clamp-Messungen ausplattiert.

Unmittelbar vor den Patch-clamp-Messungen, die in der Regel 12-24 Stunden nach Aus-
plattierung erfolgten, wurden die Zellen dreimal mit der Standardbadlosung gewaschen.
Fiir die anschliefsend bei Raumtemperatur durchgefiihrten Patch-clamp-Messungen wur-

den nur einzeln liegende, nicht mit anderen Zellen in Kontakt stehende Zellen verwendet.

3.2.2 Patch-clamp-Technik

Die Patch-clamp-Technik, die 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann entwickelt wurde
und fiir die sie 1991 den Nobelpreis in Physiologie und Medizin erhielten, z&hlt heute zu
den Standardmessverfahren der Elektrophysiologie. Mit ihrer Hilfe konnen Ionenkanéle in
den Plasmamembranen der Zellen charakterisiert werden.

Eine ausfiihrliche Beschreibung der Patch-clamp-Technik findet sich bei Hamill et al., 1981
[63]. Fiir die im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgefiihrten Patch-clamp-Messungen
wurde ausschlieflich die dort beschriebene tight-seal, whole-cell-Konfiguration genutzt.
Die einzelnen Schritte, die zum Erreichen dieser Konfiguration erforderlich sind, sollen im
folgenden kurz beschrieben werden.

In einem ersten Schritt wird zunéchst die sogenannte Patch-clamp-Pipette vorsichtig auf
die Zelloberfliche der intakten Zelle aufgesetzt und anschliefend ein leichter Unterdruck
an deren hinteren Ende angelegt. Dieser bewirkt, dass die Zellmembran etwas in die
Patch-clamp-Pipette hineingezogen wird und sich ein enger Kontakt zwischen dieser und
der Glaswand der Patch-clamp-Pipette ausbildet. Da hierbei Abdichtwiderstdnde in der
Grofsenordnung von mehreren Gigaohms erreicht werden, spricht man auch von einem Gi-
gaseal. Mit der Ausbildung des Gigaseals ist die sogenannte ,cell-attached- bzw. on-cell“-
Konfiguration erreicht. In einem zweiten Schritt wird nun durch erneutes Anlegen eines
etwas stéirkeren Unterdrucks die Zellmembran unterhalb der Patch-clamp-Pipette aufge-
brochen, wahrend der Gigaseal erhalten bleibt. Durch diesen Vorgang wird die ,whole-
cell“-Konfiguration erreicht. In dieser Konfiguration wird von der gesamten Zellmembran
abgeleitet. Gleichzeitig bietet diese Konfiguration die Moglichkeit, iiber die Zusammen-
setzung der Pipettenlosung die Zelle von innen her zu manipulieren.

Die fiir die Patch-clamp-Messungen benétigten Patch-clamp-Pipetten wurden aus diinn-

wandigem (Kimax-51, Kimble, New Jersey, USA) bzw. aus dickwandigem Borsilikatglas
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(GB150T-8P, Science Products, Hotheim, Deutschland) mit Hilfe eines vertikalen (Fein-
mechanik H. Orcherzki, Homburg/Saar, Deutschland) bzw. horizontalen Pullers (DMZ
Universal Puller, Zeitz, Miinchen, Deutschland) durch zweimaliges Erhitzen und Aus-
ziehen hergestellt. Zur Verbesserung des Seals wurden die Offnungen zum Teil durch
nochmaliges kurzes Erhitzen poliert. Unmittelbar vor der jeweiligen Patch-clamp-Messung
wurden die Patch-clamp-Pipetten mit der gewiinschten intrazelluldren Losung befiillt und
zur Reduktion der kapazitiven Transienten mit Sigmacote (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) beschichtet. Die Pipettenwiderstéinde lagen nach Eintauchen in die Stan-
dardbadlosung bei 2-5 M.

Im folgenden soll der Aufbau der Patch-clamp-Messstiande, die im Rahmen dieser Promo-
tionsarbeit fiir die Patch-clamp-Messungen verwendet wurden, kurz beschrieben werden.
Auf dem Objekttisch eines invertierten Mikroskopes (Axiovert 135, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland bzw. Nikon Eclipse TE 2000U, Nikon, Diisseldorf, Deutschland), das auf
einem schwingungsgeddmpften Tisch stand und ferner von einem Faraday “schen Kéfig
umgeben war, war eine Kammer angebracht, in die das Kulturschélchen mit den Zellen
eingesetzt wurde. Eine Verschiebung der Kammer in xy-Richtung war hierbei moglich.
Der Patch-clamp-Vorverstarker, auch ,Headstage“ genannt, befand sich auf einem Hal-
ter, der an einem in xyz-Richtung steuerbaren Mikromanipulator (Luigs & Neumann,
Ratingen, Deutschland) am Mikroskop befestigt war. An dem Vorverstérker war ein Elek-
trodenhalter mit einem chloridierten Silberdraht befestigt, auf den die mit intrazellulérer
Losung befiillten Patch-clamp-Pipetten aufgesteckt wurden. Als Referenzelektode diente
ein chloridierter Silberdraht, der in die Standardbadlésung eingetaucht wurde. In spéteren
Patch-clamp-Experimenten wurde dieser durch eine handgefertigte Agarbriicke ersetzt.
Zur Herstellung der Agarbriicke wurde 1% Agarose in Standardbadlésung aufgekocht und
im noch fliissigen Zustand in einen PAE-Schlauch (neoLab-PAE-Mikroschlauch 0,86 x 1,52
mm, neoLab, Heidelberg, Deutschland) gefiillt. Der Vorverstirker war an den Hauptver-
starker (EPC9 bzw. EPC10, HEKA, Lambrecht, Deutschland) angeschlossen, der von
einem Computer angesteuert wurde. Ein handgefertigtes, gravitationsgetriebenes Perfu-
sionssystem mit geringem Todvolumen, das den schnellen Austausch der extrazelluldren
Losungen ermoglichte, wurde mit Hilfe eines handbetriebenen, ebenfalls am Mikroskop
befestigten Mikromanipulator, mit seiner Offnung unmittelbar vor der jeweiligen Zelle
plaziert (Abstand < 200um). Die Halterung des Perfusionssystem war am Faraday “schen
Kifig befestigt.

Die Standard tight-seal, whole-cell Patch-clamp-Messungen wurden unter der Kontrolle
der Pulse bzw. Patchmaster Software (HEKA, Lambrecht, Deutschland) durchgefiihrt.
Die Datenaquisition erfolgte hierbei in Intervallen von héchstens 100 ps mit einer Filter-

frequenz von 2,9 kHz. Die Filterung wurde vor Digitalisierung der Signale vorgenommen.
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Die digitalisierten Daten wurden anschlieffend noch um die Potentialdifferenz zwischen der
Standardbadlésung und der intrazelluldren Losung (das sogenannte ,Liquid junction po-
tential“), nicht jedoch um die Potentialdifferenz zwischen den eingesetzten extrazelluldren
Losungen, korrigiert. Ebenso wurde auf die Korrektur des Oberflachenpotentials (das so-
genannte ,Surface potential”) verzichtet. Die Kalkulation des ,Liquid junction potentials®
erfolgte mit Clampex 8.1 (Axon instruments, Union City, Kanada). Zur Bestimmung der
Strom-Spannungscharakteristika wurden Spannungsrampen im Bereich von —115 mV bis
+85 mV (schon ,Liquid junction potential“ korrigiert) appliziert. Ausgehend von einem
Haltepotential von —15 mV wurde die Spannung nach einem Sprung zu —115 mV {iber
einen Zeitraum von 200 ms auf +85 mV erhoht (Rate: 1 mV /ms). Sowohl die Zellkapazitét
als auch der Serienwiderstand wurden vor jeder applizierten Spannungsrampe automatisch
kompensiert. Eine 80% Reduktion des gemessenen Serienwiderstandes wurde elektronisch
durchgefiihrt. Die gemessenen Stromantworten auf die applizierten Spannungen wurden

als Strom-Spannungskennlinien dargestellt. -

3.2.3 Auswertung und Statistik

Die Strome bei Spannungen von —80 und +80 mV sowie die Umkehrpotentiale wurden
nachtriglich aus den Strom-Spannungskennlinien extrahiert. Zur weiteren Auswertung
wurden die Daten in IgorPro (Wavematrics, Lake Oswego, USA) importiert. Die sta-
tistische Auswertung erfolgte in Microsoft Excel und die Kurvenanpassung in GraphPad
Prism (GraphPad, San Diego, USA). Die Abbildungen wurden in Microcal Origin (Ori-
ginLab Corporation, Northampton, USA) angefertigt.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ange-
geben. Die statistische Signifikanz zwischen den Mittelwerten wurde unter Verwendung
eines zweiseitigen, gepaarten bzw. ungepaarten T-Tests nach Student ermittelt. Unter-
schiede wurden als statistisch signifikant bei P < 0,05 angesehen. Statistisch signifikante
Unterschiede von P < 0,05 wurden mit *, von P < 0,01 mit ** und von P < 0,001 mit

*** gekennzeichnet.
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4 Aktivierung von TRPM3

4.1 Zusammenfassung

Neurosteroide sind im Nervensystem an der Modulation zahlreicher ionotroper Neurotrans-
mitter-Rezeptoren beteiligt. In diesem Kapitel wurde ihre Wirkung auf den im Gehirn ex-
primierten, Ca*"-permeablen Kationenkanal TRPM3a2 mit Hilfe der Elektrophysiologie
untersucht. Gezeigt werden konnte, dass Pregnenolonsulfat TRPM3a2 spezifisch aktivier-
te, da weder TRPM3al - eine weitere sich ausschliefslich in der mutmaflichen Poren-
region von TRPM3a2 unterscheidende TRPMa3-Spleiftvariante - noch weitere Mitglieder
der TRPM-Proteinfamilie (TRPM7, TRPMS8) eine Aktivierung zeigten. Mit Ausnahme
von TRPM7 wurde hier in Gegenwart von pM-Konzentrationen an Pregnenolonsulfat
eine Hemmung beobachtet. Die Pregnenolonsulfat strukturell sehr nahe stehenden Neu-
rosteroide Dehydroepiandrosteron, Dehydroepiandrosteronsulfat und Pregnenolon fiithrten
ebenfalls zu einer Aktivierung von TRPM3a2, die im Vergleich zu Pregnenolonsulfat aller-
dings deutlich schwécher war. Andere getestete Steroide (Allopregnanolon, Corticosteron,
Progesteron, Ostradiol) erwiesen sich dagegen als nahezu unwirksam. Die Aktivierung
durch Pregnenolonsulfat war reversibel und konzentrationsabhéngig (ECso-Werte: 23 uM
(—80 mV) und 12 uM (+80 mV), Hillkoeffizienten: 1,7 und 1,8) und wurde nur in Gegen-
wart von extrazelluldrem, nicht jedoch in Gegenwart von intrazelluldrem Pregnenolonsul-
fat beobachtet. Infolgedessen scheint Pregnenolonsulfat TRPM3a2 ausschliefllich von der
extrazelluldren Seite her anzugreifen. Interessanterweise aktivierte auch der L-Typ Ca?*-
Kanalblocker Nifedipin TRPM3a2 reversibel und konzentrationabhéngig (ECso-Werte: 34
pM (=80 mV) und 32 uM (480 mV), Hillkoeffizienten: 1,9 und 1,8). Andere getestete L-
Typ Ca*"-Kanalblocker zeigten dagegen nur eine schwache (Nitrendipin, Nimodipin) bzw.
keine Aktivierung (Nicardipin). Die Aktivierung war auch hier spezifisch fiir TRPM3a2,
da TRPM3al, TRPM7 und TRPMS keine vergleichbare Aktivierung zeigten. Bei gleich-
zeitiger Applikation von Pregnenolonsulfat und Nifedipin wurde eine Potenzierung des
Pregnenolonsulfat-induzierten TRPM3a2-Stromes in Form eines supraadditiven Effektes
beobachtet. Bei gleichzeitiger Applikation von Pregnenolonsulfat und Nimodipin kam es
dagegen zu einer Hemmung des Pregnenolonsulfat-induzierten TRPM3a2-Stromes. Folg-
lich scheinen 1,4-Dihydropyridine an eine von Pregnenolonsulfat abweichende Bindungs-
stelle zu binden.

Die hier gezeigte Aktivierung durch Pregnenolonsulfat und Nifedipin bildet sowohl fiir
die weitere Charakterisierung von TRPM3a2 als auch fiir die Identifizierung endogener

TRPM3a2-Kanéle und die Aufklarung von deren Funktion eine wichtige Grundlage.
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4.2 Einleitung

TRPM3, der beziiglich seiner biophysikalischen Eigenschaften und seiner Funktion zu den
am schlechtesten charakterisierten Mitgliedern der gesamten TRP-Proteinfamilie zéhlt,
weist die grofste bislang fiir einen TRP-Kanal beschriebene Anzahl an Spleifsvarianten auf.
Neben sieben humanen Spleifvarianten (TRPM3a-f [97], TRPM3;355 [59]) sind noch fiinf
murine Spleifvarianten (TRPM3a1-5 [129]) bekannt. Zwei dieser murinen Spleifsvarianten
- TRPM3al und TRPM3a2 - unterscheiden sich ausschlieflich innerhalb der mutmafsli-
chen Porenregion zwischen fiinfter und sechster Transmembrandoméne voneinander. Bei
TRPM3a2 ist hier eine 12 Aminosduren lange Sequenz deletiert und zusétzlich ein Ala-
nin durch Prolin substituiert. Dieser Unterschied hat eine verdanderte lonenselektivitéit von
TRPM3a2 zur Folge. Im Vergleich zu TRPM3al, der nur eine geringe Permeabilitat fiir
divalente Kationen aufweist, zeichnet sich TRPM3a2 durch eine hohere Permeabilitét fiir
divalente Kationen aus [I129] (siehe auch Kapitel [5)). Diese hohe Permeabilitét fiir divalente
Kationen ermdoglichte es, mit diesem Kanal Ca**-Imaging-Experimente durchzufiihren. Da
die Kenntnis spezifischer Agonisten und Antagonisten fiir die weitere Charakterisierung
von TRPM3a2 sowie fiir die Aufkldrung von dessen Funktion unumgénglich ist, wurden
auf diesem Wege verschiedenste Substanzen auf ihre agonistische bzw. antagonistische
Wirkung hin getestet. Der Schwerpunkt wurde hierbei auf Substanzen gelegt, die ihre
Wirkung im Gehirn entfalten, da die Expression von TRPM3 dort besonders hoch ist
[46, 59, 90, 97, 129]. Neben Aminosduren und Neurotransmittern wurden auch Neuroste-
roide getestet (siehe Tabelle [4.1)).

Neurosteroide sind Steroidhormone, die im Nervensystem von Neuronen und Gliazellen
de-novo aus Cholesterol oder einem anderen frithen Vorlaufersteroid synthetisiert wer-
den und dort einen physiologischen Effekt haben [165]. Im Gegensatz zu den klassischen
Steroidhormonen der Gonaden (Ovarien, Testes) und der Nebenniere, die ihr Zielorgan
tiber die Blutbahn erreichen (endokrine Wirkweise), wird angenommen, dass Neurosteroi-
de direkt in einer parakrinen und autokrinen Weise am Ort ihrer Bildung wirken [165].
Neben den klassischen genomischen Effekten, d.h. der Regulation der Gentranskription,
kénnen sie im Nervensystem durch Interaktion mit verschiedensten, membranstandigen
Neurotransmitter-Rezeptoren (NMDA-, AMPA-, Kainat-, Sigmal-, GABAs-, Glycin-, ni-
kotinischer Acetylcholin-, 5HT;-, Oxytocin-Rezeptoren) noch zusétzlich zahlreiche nicht-
genomische Effekte austiben [I55]. Hierzu zédhlen u.a. die Modulation der Aktivitdt und
Plastizitdt von Neuronen und die Modulation der Neurotransmitter- und Neuropeptid-
freisetzung. Aus diesem Grunde werden ihnen neuroprotektive, neurotrophische, anés-
thetische, anxiolytische, antipsychotische, antikonvulsive, antidepressive, hypnotische, se-

dative, schlafmodulierende und gedéchtnisférdernde Eigenschaften zugeschrieben. Wah-
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Substanzklasse Substanz

Neurosteroide Cholesterol, Cholesterolsulfat, Pregnenolon, Pregneno-
+Synthesevorstufen lonsulfat, Dehydroepiandrosteron, Dehydroepiandroste-
-+Metaboliten ronsulfat, 7a-Hydroxydehydroepiandrosteron, Progeste-

ron, Allopregnanolon, Epiallopregnanolon, Androsten-
dion, Testosteron, Estron, Estradiol, Estriol, Cortisol,
Corticosteron, Aldosteron

L-Typ Ca®"-Blocker Diltiazem, Nifedipin, Nicardipin, Nimodipin, Nitrendi-
pin, Verapamil

Tabelle 4.1: Zusammenstellung der im Ca?*-Imaging-Experiment getesteten Neurosteroide und
1,4-Dihydropyridine.

rend die genomischen Effekte relativ langsam (Minuten-Stunden) sind und sehr lange
andauern (Tage-Monate) konnen, setzen diese nichtgenomischen Effekte relativ schnell
(Millisekunden-Sekunden) ein [I55] [165]. Die Wirkung von Neurosteroiden auf TRP-
Kanéle - eine grofte, heterogene Familie von Kationenkanélen - wurde bislang kaum un-
tersucht, obwohl die Expression vieler TRP-Kanéle im zentralen und peripheren Nerven-
system bereits nachgewiesen wurde. Lediglich fiir TRPV1 wurde bislang eine Hemmung
durch Pregnenolonsulfat beschrieben [21].

Bei der Suche nach spezifischen TRPM3a2-Agonisten, bei der auch die in Tabelle auf-
gefiihrten Neurosteroide in unserer Arbeitsgruppe mit Hilfe von Ca*"-Imaging-Experimen-
ten auf ihre agonistische Wirkung hin gepriift wurden, fiihrten vier der getesteten Neu-
rosteroide - Pregnenolonsulfat, Pregnenolon, Dehydroepiandrosteronsulfat und Dehydro-
epiandrosteron - zu einem erhéhten Ca?'-Signal. Die getesteten Aminosiuren und Neu-
rotransmitter sowie andere Steroide zeigten dagegen keinen Effekt [193]. Bei der Su-
che nach spezifischen Antagonisten wurden auch die spannungsabhingigen L-Typ Ca?*-
Kanalblocker Verapamil, Diltiazem und Nifedipin getestet. Wahrend Verapamil und Dil-
tiazem keine Wirkung auf TRPM3a2 ausiibten, fithrte Nifedipin iiberraschenderweise
ebenfalls zu einem erhéhten Ca®"-Signal. Die drei von Nifedipin abgeleiteten 1,4-Dihydro-
pyridine Nicardipin, Nimodipin und Nitrendipin, die sich ausschlieflich in den Alkylresten
in Position 3 und 5 des 1,4-Dihydropyridinringes und im Substitutionsmuster des Phenyl-
ringes von diesem unterscheiden, zeigten dagegen keinen Effekt [193].

In diesem Kapitel wurde nun die agonistische Wirkung der Neurosteroide Pregnenolonsul-
fat, Pregnenolon, Dehydroepiandrosteronsulfat und Dehydroepiandrosteron sowie des 1,4-
Dihydropyridins Nifedipin mit Hilfe der Elektrophysiologie ndher untersucht. Der Schwer-
punkt wurde hierbei auf die Spezifitit und die Dosisabhéngigkeit der Aktivierung gelegt,
da diese fiir die Beantwortung der Frage nach der physiologischen Funktion von TRPM3-
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Kanilen eine bedeutende Rolle spielen.

4.3 Materialien und Methoden
4.3.1 Materialien

Mit Ausnahme der extra- und intrazelluldren Losungen, die fiir die elektrophysiologischen
Messungen eingesetzt wurden, sind die {ibrigen in diesem Kapitel verwendeten Materia-
lien in Kapitel [3] Abschnitt aufgefiihrt.

LOSUNGEN FUR DIE ELEKTROPHYSIOLOGIE

In allen Experimenten wurde als extrazellulire Losung die in Tabelle aufgefiihrte
Standardbadlésung und als intrazelluldre Losung eine der in Tabelle aufgefiihrten di-
valentfreien, Cs*-haltigen intrazelluliren Losungen verwendet.

Extrazellulare Losungen

Tabelle 4.2: Standard-Badlosung

Nr Na™ Cs™ K+ Ca?t Mgt ClI” HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E1 142-149 10 3 2 2 160-167 10 3-15

pH-Wert: 7,2-7,3 (eingestellt mit NaOH)
Osmolalitét [mosmol - kg™']: 321-333 (eingestellt mit D-Glucose)

Intrazellulare Losungen

Tabelle 4.3: Intrazellulire Losungen

Nr Cs* Asp™ Cl™ EGTA EDTA BAPTA ATP HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]

11 165-173 100 45-46 10 - - - 0-3
12 187-189 80 45 - 5 10 4 (Na) 10 :
I3 189-192 80 45 - 5 10 4 (Tris) 10 .

pH-Wert: 7,2-7,3 (eingestellt mit CsOH)
Osmolalitiit [mosmol - kg™']: 303-309 (eingestellt mit D-Glucose)
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Stocklésungen

Die zu testenden Substanzen wurden in Wasser (Pregnenolonsulfat: 0,35 mM bzw. 3,5
mM), absolutem Ethanol (Allopregnanolon: 50 mM, Corticosteron: 25 mM, Menthol: 500
mM, Nifedipin: 25 mM, Progesteron: 25 mM), DMSO (Dehydroepiandrosteron: 50 mM
bzw. 200 mM, Dehydroepiandrosteronsulfat: 50 mM, Estradiol: 50 mM, Nicardipin: 50
mM, Nifedipin: 21 mM, 50 mM bzw. 100 mM, Nimodipin: 21 mM bzw. 50 mM, Ni-
trendipin: 50 mM, Pregnenolon: 50 mM, Pregnenolonsulfat: 50 mM) oder direkt in der
Standardbadlosung E1 (Dehydroepiandrosteronsulfat: 3,5 mM) gelost. Die fiir die Patch-
clamp-Messungen verwendeten Losungen wiesen infolgedessen DMSO-Konzentrationen
von 0,1% und Ethanolkonzentrationen von 0,01-0,14% auf. Diese Konzentrationen an
DMSO und Ethanol fiihrten in HEK293-Zellen sowie TRPM3a2 und TRPM3al expri-
mierenden HEK293-Zellen zu keinem Effekt. Hohere Konzentrationen an Ethanol {ibten
dagegen einen Effekt auf HEK293-Zellen aus und fiihrten in TRPM3a2 exprimierenden
HEK?293-Zellen in Kombination mit Nifedipin bzw. Pregnenolonsulfat zu einer Potenzie-
rung des TRPM3a2-Stromes. In den aus den wéssrigen Pregnenolonsulfat-Stocklésungen
hergestellten Pregnenolonsulfat-haltigen Standardbadlésungen waren die Ionenkonzentra-
tionen um 0,01-4% niedriger als in Tabelle angegeben.

4.3.2 Methoden

Die nachfolgend gezeigten tight-seal, whole-cell Patch-clamp-Messungen wurden, wie in
Kapitel 3] Abschnitt [3.2] beschrieben, durchgefiihrt.

EXPERIMENTELLE DURCHFUHRUNG

Aktivierung von TRPM3a2 durch Pregnenolonsulfat und Nifedipin

Zur Uberpriifung der Aktivierbarkeit von TRPM3a2 durch Pregnenolonsulfat und Ni-
fedipin wurden als extrazelluldre Losungen neben der Standardbadlosung (Losung E1)
noch eine 10,5 uM Pregnenolonsulfat-enthaltende und eine 100 M Nifedipin-enthaltende
Standardbadlosung eingesetzt. Die Pregnenolonsulfat-haltige und die Nifedipin-haltige
Standardbadlosung wurden in zwei unabhéngigen Experimenten fiir jeweils 10 Sekunden
appliziert. Als intrazelluldre Losung wurde in diesen Experimenten die Losung I1 verwen-
det.

Wirkung weiterer Steroide auf TRPM3a2
Zur Untersuchung der agonistischen Wirkung weiterer Steroide auf TRPM3a2 wurden
der Standardbadlosung (Losung E1) 50 pM Pregnenolon, 50 uM Dehydroepiandrosteron-
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sulfat, 50 M Dehydroepiandrosteron und 50 pM Ostradiol bzw. 35 M Progesteron, 35
uM Allopregnanolon und 35 M Corticosteron zugesetzt. Eine Reduktion der zugesetz-
ten Steroidkonzentration von 50 pM auf 35 uM war bei Progesteron, Allopregnanolon
und Corticosteron aufgrund der dufserst geringen Wasserloslichkeit und des Auftretens
von Prézipitationen erforderlich. Die Applikation der steroid-haltigen Losungen erfolgte
fiir jeweils 10 Sekunden. 50 bzw. 35 uM Pregnenolonsulfat wurden in allen Experimenten
zum Vergleich immer mit vermessen und dienten bei der spiateren Auswertung als Bezugs-
wert. Als intrazelluldre Losungen wurden in diesen Experimenten die Losungen 12 und 13

verwendet.

Wirkung weiterer 1,4-Dihydropyridine auf TRPM3a2

Zur Untersuchung der agonistischen Wirkung weiterer 1,4 Dihydropyridine auf TRPM3a2
wurden der Standardbadlosung (Losung E1) 50 uM Nicardipin, 50 pM Nimodipin, 50
uM Nitrendipin und 50 uM Nifedipin zugesetzt. Die Applikation der 1,4-Dihydropyridin-
haltigen Losungen erfolgte fiir jeweils 10 Sekunden. 35 pM Pregnenolonsulfat wurde in
allen Experimenten zum Vergleich immer mit vermessen und diente bei der spateren Aus-
wertung als Bezugswert. Als intrazelluldre Losung wurde in diesem Experiment die Losung

13 verwendet.

Spezifitit der Aktivierung

Zur Uberpriifung der Aktivierbarkeit von TRPM3a2 in RBL2H3-Zellen und COS7-Zellen
wurden neben der Standardbadlésung (Losung E1) noch eine 50 M Nifedipin-enthaltende
und eine 35 uM Pregnenolonsulfat-enthaltende Standardbadlosung eingesetzt. Beide Lo-
sungen wurden fiir jeweils 15 Sekunden appliziert. Als intrazelluldre Losung wurde in
diesem Experiment die Losung I1 verwendet.

Zur Untersuchung der agonistischen Wirkung von Nifedipin auf TRPM3al wurde wie
auch bei TRPM3a2 als extrazelluldre Losung neben der Standardbadlésung (Losung E1)
noch eine 100 uM Nifedipin-enthaltende Standardbadlésung eingesetzt. Die Applikati-
on der Nifedipin-haltigen Standardbadlosung erfolgte nach maximaler Aktivierung des
TRPM3al-Stromes fiir jeweils 10 Sekunden. Als intrazelluldre Losung wurde in diesem
Experiment die Losung I1 verwendet. Zur Untersuchung der agonistischen Wirkung von
Nifedipin und Pregnenolonsulfat auf TRPMS8 wurden neben der Standardbadlésung (Lo-
sung E1) noch eine 50 uM Nifedipin-enthaltende und eine 35 pM Pregnenolonsulfat-
enthaltende Standardbadlosung eingesetzt. Beide Losungen wurden fiir jeweils 10 Sekun-
den appliziert. Die zusétzliche Applikation einer 50 M Menthol-enthaltenden Standard-
badlosung diente der Verifizierung der TRPMS8-Expression. Als intrazelluldre Losung wur-

de in diesem Experiment die Losung 13 verwendet.
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Dosisabhangigkeit der Aktivierung

Zur Untersuchung der Dosisabhéngigkeit der Aktivierung von TRPM3a2 durch Pregne-
nolonsulfat, Pregnenolon, Dehydroepiandrosteronsulfat, Dehydroepiandrosteron und Ni-
fedipin wurden der Standardbadlosung (Losung E1) Pregnenolonsulfat-Konzentrationen
zwischen 0,035 und 140 pM, Pregnenolon-Konzentrationen zwischen 1 und 100 M, Dehy-
droepiandrosteronsulfat-Konzentrationen zwischen 1,96 und 3500 pM, Dehydroepiandro-
steron-Konzentrationen zwischen 1 und 200 pM und Nifedipin-Konzentrationen zwischen
1 und 100 uM zugesetzt. Mit Ausnahme der Pregnenolon-haltigen Standardbadlésun-
gen, die aufgrund der verlangsamten Aktivierung fiir 20 Sekunden appliziert wurden,
erfolgte die Applikation der iibrigen Losungen fiir jeweils 10-15 Sekunden. Die 3,5 uM
Pregnenolonsulfat-, 10 uM Pregnenolon-, 49 uM Dehydroepiandrosteronsulfat-, 50 pM
Dehydroepiandrosteron- und 25 pM Nifedipin-enthaltende Standardbadlésung wurde in
den entsprechenden Experimenten zum Vergleich immer mit vermessen und diente bei der
spateren Auswertung als Bezugswert. Durch die auf die 3,5 uM Pregnenolonsulfat-, 10 M
Pregnenolon-, 49 uM Dehydroepiandrosteronsulfat-, 50 M Dehydroepiandrosteron- und
25 uM Nifedipin-enthaltende Standardbadlosung bezogenen Werte wurden anschliefsend
mit GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, USA) Hillfunktionen gefittet, wobei die
Minima konstant bei Null gehalten wurden. Anschliefend wurden die auf die 3,5 uM
Pregnenolonsulfat-, 10 uM Pregnenolon-, 49 uM Dehydroepiandrosteronsulfat-, 50 puM
Dehydroepiandrosteron- und 25 yM Nifedipin-enthaltende Standardbadlésung bezogenen
Werte zur besseren Ubersicht noch durch die aus den Fits erhaltenen Maxima geteilt. Als

intrazelluldre Losungen wurden in diesen Experimenten die Losungen 12 und I3 verwendet.

Angriffspunkt von Pregnenolonsulfat

Zur Klarung der Frage, ob Pregnenolonsulfat nicht nur bei extrazelluldrer sondern auch
bei intrazellularer Applikation zur Aktivierung von TRPM3a2 fiihrt, wurden als intrazel-
luldre Losungen abwechselnd die Losung 12 und die Losung 12 unter Zusatz von 35 uM
Pregnenolonsulfat eingesetzt. Nach Ubergang in die whole-cell-Konfiguration wurde iiber
einen Zeitraum von 5 Minuten die Entwicklung des TRPM3a2 Ein- und Auswartsstromes
beobachtet. Bei einem durchschnittlichen Serienwiderstand von 4,6+0,7 M2 (n = 12) soll-
te sich innerhalb dieser 5 Minuten die jeweilige intrazellulare Losung zu tiber 99,8% mit
dem Zytosol der Zelle ausgetauscht haben und mogliche Unterschiede infolge der unter-
schiedlichen intrazellularen Losungen erkennbar sein. Fiir diese Abschéatzung wurde die
von Pusch und Neher [148] ermittelte Diffusionskonstante von Pyranin, das mit Mr = 405
g/mol ein dhnliches Molekulargewicht wie Pregnenolonsulfat (Mr = 418,5 g/mol) aufweist,
herangezogen. Zur Verifizierung der Aktivierbarkeit von TRPM3a2 wurde nach 100 und

200 Sekunden fiir jeweils 10 Sekunden extrazelluldr noch eine 35 M Pregnenolonsulfat-
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enthaltende Standardbadlésung appliziert.

Interaktion von Pregnenolonsulfat und 1,4-Dihydropyridinen

Zur Untersuchung der Interaktion von Pregnenolonsulfat und Nifedipin kamen als ex-
trazelluldre Losungen neben der Standardbadlosung (Losung E1) noch eine Pregneno-
lonsulfat-haltige, eine Nifedipin-haltige und eine Pregnenolonsulfat- und Nifedipin-haltige
Standardbadlosung zum Einsatz. Die eingesetzten Konzentrationen an Nifedipin und
Pregnenolonsulfat betrugen 21 M und lagen somit nahe den ermittelten ECg-Werten
(PS: ECs9 = 23 uM bei —80 mV, EC59 = 12 uM bei +80 mV; Nif: EC5q = 34 uM bei
—80 mV, EC5p = 32 uM bei +80 mV) im linearen Bereich der ansonsten sigmoid verlau-
fenden Dosis-Wirkungskurven, was fiir die spéatere Beurteilung des Effektes - kein Effekt,
additiver Effekt oder supraadditiver Effekt - von Bedeutung ist. Zur Untersuchung der
Interaktion von Pregnenolonsulfat und Nimodipin wurden Losungen, die anstelle von Ni-
fedipin Nimodipin enthielten, eingesetzt. Die Losungen wurden im ersten Experiment fiir
10 Sekunden und im zweiten Experiment fiir 10-15 Sekunden appliziert. Als intrazellulére

Losung wurde in beiden Experimenten die Losung I3 verwendet.

4.4 Ergebnisse

Aktivierung von TRPM3a2 durch Pregnenolonsulfat und Nifedipin

Die agonistische Wirkung des Neurosteroids Pregnenolonsulfat und des 1,4-Dihydropyri-
dins Nifedipin auf die TRPM3a2-Spleifivariante, die in den oben beschriebenen Ca?*-
Imaging-Experimenten beobachtet wurde [193], sollte im folgenden mit Hilfe der Elek-
trophysiologie bestitigt werden. Hierzu wurden whole-cell Patch-clamp-Messungen an
HEK293-Zellen, die die TRPM3a2-Spleifsvariante transient iiberexprimierten, durchge-
fiihrt. Da bereits gezeigt werden konnte, dass TRPM3 durch intrazellulires Mg*" ge-
hemmt wird [129] (siche auch Kapitel [7]), wurden fiir diese als auch alle folgenden Patch-
clamp-Messungen ausschlieklich Mg®T-freie intrazelluldre Losungen verwendet. Die Ap-
plikation einer 10,5 uM Pregnenolonsulfat-enthaltenden Standardbadlésung fiihrte in den
TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zellen zur Aktivierung eines auswértsrektifizieren-
den Stromes, dessen Umkehrpotential bei ca. 0 mV lag (Abbildung und B). Die
Latenzzeit, die zwischen dem Losungsmittelwechsel und der Entwicklung des auswarts-
rektifizierenden Stromes lag, betrug nur wenige Sekunden und riihrte wahrscheinlich zum
grofsten Teil vom Todvolumen des Perfusionssystems her. Der erneute Wechsel zur Stan-
dardbadlosung fiithrte zur Inaktivierung des auswartsrektifizierenden Stromes. In Kon-

trollzellen war mit 10,5 uM Pregnenolonsulfat kein derartiger, auswartsrektifizierender

Strom messbar (Abbildung [4.1]C). Auch Nifedipin fiihrte in den TRPM3a2 exprimieren-
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Abb. 4.1: Aktivierung von TRPM3a2 mit Pregnenolonsulfat und Nifedipin (A,D)
Strom einer TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zelle bei —80 und +80 mV wihrend der Appli-
kation von 10,5 uM Pregnenolonsulfat (PS) (A) und 100 M Nifedipin (Nif) (D). (B,E) Strom-
Spannungsbeziehung vor und wihrend der Applikation von Pregnenolonsulfat (B) und Nifedipin
(E) zu den angegebenen Zeitpunkten (Pfeile in Abbildung A und D). (C,F) Statistische Aus-
wertung der Strome in TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zellen und in Kontrollzellen vor und
wahrend der Applikation von Pregnenolonsulfat (n > 6) (C) und Nifedipin (n > 7) (F). Ermitt-
lung der Signifikanzen unter Verwendung eines zweiseitigen, gepaarten T-Tests nach Student.

den HEK293-Zellen zu einer analogen Aktivierung (Abbildung und E). Die einge-
setzte Konzentration an Nifedipin war mit 100 pM allerdings deutlich hoher als die von
Pregnenolonsulfat. Auch hier war in Kontrollzellen kein derartiger, auswértsrektifizieren-
der Strom nachweisbar (Abbildung [1.1F).

Wirkung weiterer Steroide auf TRPM3a2

In den Ca?"-Imaging-Experimenten wurden nach Identifizierung von Pregnenolonsulfat
als TRPM3a2-Agonist noch weitere Steroide auf ihre agonistische Wirkung hin getestet.
Der Schwerpunkt wurde hierbei auf dessen Synthesevorstufen und dessen Metaboliten
gelegt (siehe Tabelle . Pregnenolon, Dehydroepiandrosteron und Dehydroepiandroste-

ronsulfat, die ebenfalls zu den Neurosteroiden zihlen, erwiesen sich in den Ca*"-Imaging-
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Abb. 4.2: Wirkung weiterer Steroide und 1,4-Dihydropyridine auf TRPM3a2
(A,B) Stromantworten bei —80 (A) und +80 mV (B) wihrend der Applikation weiterer Steroide
und 1,4-Dihydropyridine normalisiert auf die entsprechende Stromantwort von Pregnenolonsulfat
(PS) (n > 6). Dehydroepiandrosteron (DHEA), Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEA-S), Preg-
nenolon (Preg), Ostradiol (Est), Nicardipin (Nic), Nimodipin (Nim), Nitrendipin (Nit), Nifedipin
(Nif) wurden in einer Konzentration von 50 uM und Progesteron (Prog), Corticosteron (Cort),
Allopregnanolon (Allopreg) in einer Konzentration von 35 uM eingesetzt. Die 50 pM Losungen
enthielten zusétzlich noch 0,1% DMSO und die 35 uM Losungen zusatzlich noch 0,01-0,14%
Ethanol.

Experimenten auch als wirksam. Alle iibrigen getesteten Steroide waren dagegen unwirk-
sam [193]. Im folgenden wurden Pregnenolon, Dehydroepiandrosteron und Dehydroepi-
androsteronsulfat sowie einige weitere ausgewahlte Steroide (Allopregnanolon, Progeste-
ron, Ostradiol, Coticosteron) auch in whole-cell Patch-clamp-Messungen auf eine ago-
nistische Wirkung hin gepriift. Pregnenolon, Dehydroepiandrosteron, Dehydroepiandro-
steronsulfat und Ostradiol wurden hierbei in einer Konzentration von 50 gM und Al-
lopregnanolon, Progesteron und Hydrocortison in einer Konzentration von 35 puM ein-

gesetzt. Sowohl bei Pregnenolon als auch bei Dehydroepiandrosteron und Dehydroepi-
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androsteronsulfat konnte ebenfalls eine agonistische Wirkung festgestellt werden (Abbil-
dung und B). Diese war allerdings deutlich schwécher als bei Pregnenolonsulfat.
Die Stromantworten, die bei Applikation von Pregnenolon, Dehydroepiandrosteron und
Dehydroepiandrosteronsulfat erreicht wurden, betrugen bei —80 mV lediglich 3,3-5,2%
und bei +80 mV lediglich 9,6-13,8% der entsprechenden Stromantwort auf Pregneno-
lonsulfat. Auch die iibrigen getesteten Steroide iibten einen schwach agonistischen Ef-
fekt auf TRPM3a2 aus (Abbildung und B). Die Stromantworten, die bei Appli-
kation von Ostradiol, Progesteron, Corticosteron und Allopregnanolon erreicht wurden,
betrugen bei —80 mV < 1,7% und bei +80 mV < 6,6% der entsprechenden Stromant-
wort auf Pregnenolonsulfat. Diese beobachteten niedrigen Stromantworten bei —80 mV
erkliren auch, warum im Ca®*"-Imaging-Experiment keine Erhohung der intrazelluldren
Ca”"-Konzentration beobachtet wurde. Folgende Aktivierungsreihenfolge konnte fiir die
getesteten Steroide festgehalten werden: Pregnenolonsulfat > Dehydroepiandrosteron ~
Pregnenolon > Dehydroepiandrosteronsulfat > Allopregnanolon ~ Progesteron ~ Ostra-
diol ~ Corticosteron. Signifikante Einwértsstrome gegeniiber der Standardbadlésung wa-
ren neben Pregnenolonsulfat auch noch bei Pregnenolon, Allopregnanolon, Dehydroepi-
androsteron, Dehydroepiandrosteronsulfat und Estradiol nachweisbar. Signifikante Aus-
wartsstrome zeigten sich neben Pregnenolon, Allopregnanolon, Pregnenolonsulfat, Dehy-
droepiandrosteron, Dehydroepiandrosteronsulfat und Estradiol zusétzlich noch bei Pro-

gesteron und Corticosteron.

Wirkung weiterer 1,4-Dihydropyridine auf TRPM3a2

Die drei von Nifedipin abgeleiteten 1,4-Dihydropyridine Nimodipin, Nicardipin und Ni-
trendipin, die sich ausschlieflich in den Alkylresten in Position 3 und 5 und im Sub-
stitutionsmuster des Phenylringes von diesem unterscheiden, wurden im Ca®"-Imaging-
Experiment ebenfalls auf eine agonistische Wirkung hin getestet. Im Gegensatz zu Nife-
dipin, das TRPM3a2 sowohl in den Ca*"-Imaging-Experimenten als auch in den Patch-
clamp-Experimenten deutlich aktivierte, iibte jedoch keine dieser Substanzen im Ca?*-
Imaging-Experiment einen agonistischen Effekt auf TRPM3a2 aus [I93]. Im folgenden
wurden Nimodipin, Nicardipin und Nitrendipin auch in whole-cell Patch-clamp-Messungen
auf eine agonistische Wirkung hin gepriift. Sie wurden hierbei in einer Konzentration von
50 uM eingesetzt. Wihrend Nicardipin keinerlei Effekt zeigte, iibten Nimodipin und Ni-
trendipin jedoch eine agonistische Wirkung auf TRPM3a2 aus. Die agonistische Wirkung
von Nitrendipin und Nimodipin war allerdings deutlich schwécher als die von Nifedi-
pin und Pregnenolonsulfat (Abbildung und B). Die Stromantworten, die wihrend
der Applikation von Nitrendipin und Nimodipin erreicht wurden, betrugen bei —80 mV
< 2,8% und bei +80 mV 1,8-9,6% der entsprechenden Stromantwort auf Pregnenolon-
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sulfat. Fiir die getesteten 1,4-Dihydropyridine ergab sich folgende Aktivierungsreihen-
folge: Nifedipin > Nitrendipin > Nimodipin > Nicardipin. Wéahrend alle getesteten 1,4-
Dihydropyridine signifikante Einwéartssstrome gegeniiber der Standardbadlésung zeigten,
waren signifikante Auswértsstrome nur bei Nifedipin, Nitrendipin und Nimodipin fest-
stellbar. Die im Vergleich zu Nifedipin nur sehr niedrigen Einwértsstrome bei Applikation
von Nimodipin, Nicardipin und Nitrendipin erkdren wiederum, warum im Ca2+—Imaging—

Experiment keine TRPM3a2-Aktivierung festgestellt wurde.

Spezifitat der Aktivierung

Die oben gezeigte, relativ schnelle Aktivierung von TRPM3a2 durch Pregnenolonsul-
fat und Nifedipin (Abbildung lasst vermuten, dass es sich um eine direkte Ak-
tivierung handelt. Entgegen dieser Vermutung koénnten Pregnenolonsulfat und Nifedi-
pin jedoch auch modulatorisch in eine oder mehrere der zahlreichen, zelluldren Signal-
transduktionskaskaden eingreifen und somit TRPM3a2 nur indirekt aktivieren. So konn-
te beispielweise schon gezeigt werden, dass G-Protein-gekoppelte Mechanismen bei der
neurosteroidalen Modulation von Ca®"-Kanélen und Kainat-Rezeptoren eine Rolle spie-
len [44], [60]. Da Zellen aufgrund ihrer unterschiedlichen Funktionen mit unterschiedli-
chen Signaltransduktionskaskaden ausgestattet sind und da sowohl fiir die obigen Experi-
mente als auch fiir die Ca*"-Imaging-Experimente ausschlieflich HEK293-Zellen verwen-
det wurden, konnte die Aktivierung durch Pregnenolonsulfat und Nifedipin auch durch
eine fiir HEK293-Zellen spezifische Signaltransduktionskaskade verursacht werden. Um
dies auszuschliefsen, wurden whole-cell Patch-clamp-Messungen an RBL2H3-Zellen und
COST7-Zellen, die TRPM3a2 transient iiberexprimierten, durchgefiihrt. Die Applikation
einer 35 uM Pregnenolonsulfat- bzw. 50 pM Nifedipin-enthaltenen Standardbadlésung
fithrten auch hier zu einer Aktivierung eines auswértsrektifizierenden TRPM3a2-Stromes
(Abbildung [4.3A-D). Analog zu den HEK293-Zellen waren in den RBL2H3- und COS7-
Zellen die Pregnenolonsulfat-induzierten Ein- und Auswértsstrome trotz geringerer ein-
gesetzter Konzentrationen grofer als die Nifedipin-induzierten Ein- und Auswértsstrome.
Im Vergleich zu den HEK293-Zellen war das Expressionsniveau von TRPM3a2 in den
COST-Zellen allerdings deutlich niedriger, was sich in den niedrigeren COS7-Zellantworten
wiederspiegelt (Abbildung ) Die gemittelten RBL2H3-Antworten lagen dagegen in
derselben Grofsenordnung wie die HEK293-Antworten, obwohl die Anzahl an transfizier-
ten RBL2H3-Zellen deutlich geringer war als die an transfizierten HEK293- und COS7-
Zellen. Im Gegensatz zu den HEK293-Antworten zeigten die RBL2H3-Antworten jedoch
eine grofere Variabilitdt. Aus diesem Grund wurden HEK293-Zellen als Uberexpressions-
system beibehalten. Eine Aktivierung von TRPM3a2 durch eine fiir HEK293-Zellen spezi-

fische Signaltransduktionskaskade kann infolge dieser Ergebnisse ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.3: Aktivierung von TRPM3a2 mit Pregnenolonsulfat und Nifedipin
in RBL2H3- und COS7-Zellen (A,C) Strom einer TRPM3a2 exprimierenden RBL2H3-
Zelle (A) und einer TRPM3a2 exprimierenden COS7-Zelle (C) bei —80 und +80 mV wihrend
der Applikation von 50 M Nifedipin (Nif) und 50 uM Pregnenolonsulfat (PS). (B,D) Strom-
Spannungsbeziehung von TRPM3a2 in der RBL2H3-Zelle (B) und in der COS7-Zelle (D) vor
und wahrend der Applikation von Nifedipin und Pregnenolonsulfat. (E) Statistische Auswer-
tung der Strome in TRPM3a2 exprimierenden RBL2H3-, COS7- und HEK293-Zellen und in den
entsprechenden Kontrollzellen (K)(n > 5) vor und wéhrend der Applikation von Nifedipin und
Pregnenolonsulfat.

Im folgenden stellte sich zusétzlich noch die Frage, ob die Aktivierung durch Pregneno-
lonsulfat und Nifedipin fiir die TRPM3a2-Spleifivariante spezifisch ist. Hierzu wurde zu-
néchst die transient in HEK293-Zellen iiberexprimierte TRPM3a1-Spleifivariante auf eine
Aktivierung hin getestet. Diese unterscheidet sich von der TRPM3a2-Spleifivariante aus-
schlieflich in der mutmaflichen Porenregion zwischen fiinfter und sechster Transmembran-
doméne. Die extrazelluldren Losungen, die zur Aktivierung der TRPM3a2-Spleifsvariante
eingesetzt wurden, fanden auch hier Verwendung. Wéahrend Pregnenolonsulfat zu einer
Hemmung der TRPM3al-Spleifvariante fiihrte (Daten nicht gezeigt), iibte Nifedipin

einen weitaus komplexeren Effekt auf diese aus. Die Applikation der Nifedipin-haltigen
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Abb. 4.4: Wirkung von Pregnenolonsulfat und Nifedipin auf TRPM3al und
TRPMS8 (A) Strom einer TRPM3al transient tiberexprimierenden HEK293-Zelle bei —80 und
+80 mV wihrend der Applikation von 100 M Nifedipin (Nif). (B) Strom-Spannungsbeziehung
vor und wéhrend der Applikation von Nifedipin. (C) Statistische Auswertung der Stréome in
TRPM3al und TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zellen sowie in Kontrollzellen (K) (n > 7)
vor und wihrend der Applikation von Nifedipin. (D) Strom einer TRPMS stabil iiberexprimieren-
den HEK293-Zelle bei —80 und +80 mV wihrend der Applikation von 35 M Pregnenolonsulfat
(PS), 50 uM Nifedipin (Nif) und 50 pM Menthol (M). (E) Strom-Spannungsbeziehung vor und
wéhrend der Applikation von Pregnenolonsulfat, Nifedipin und Menthol. (F) Statistische Auswer-
tung der Stromantworten aus (D) normalisiert auf die nicht-aktivierten TRPM8-Stromantworten
(n = 7). Ermittlung der Signifikanzen in (C) und (F) unter Verwendung eines zweiseitigen, ge-
paarten T-Tests nach Student.

Standardbadlésung fiihrte hier zunéchst zu einer Aktivierung, auf die jedoch eine schnel-
le Inaktivierung folgte. Die in Gegenwart von Nifedipin beobachtete initiale Aktivierung
der TRPM3al-Spleifsvariante war deutlich geringer als die in Gegenwart von Nifedipin
beobachtete Aktivierung der TRPM3a2-Spleifivariante (Abbildung [4.4A-C).

Zusatzlich wurde auch noch ein weiteres Mitglied der TRPM-Proteinfamilie - TRPMS -
auf eine Aktivierung durch Pregnenolonsulfat und Nifedipin hin gepriift. TRPMS8 wurde
hierbei sowohl durch 50 M Nifedipin als auch durch 35 M Pregnenolonsulfat gehemmt,

wobei in Gegenwart von Nifedipin eine deutlich stdrkere Hemmung zu beobachten war
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Abb. 4.5: Dosisabhingigkeit der TRPM3a2-Aktivierung mit Nifedipin und
Pregnenolonsulfat (A,D) Strom bei —80 und +80 mV wihrend der Applikation von unter-
schiedlichen Konzentrationen (in pM) an Pregnenolonsulfat (PS) (A) und Nifedipin (Nif)
(D). (B,E) Strom-Spannungsbeziehung vor und wihrend der Applikation der unterschiedlichen
Pregnenolonsulfat- (B) und Nifedipin-Konzentrationen (E). (C,F) Dosiswirkungskurven von
Pregnenolonsulfat (n > 5) (C) und Nifedipin (n > 7) (F). Die durch die normalisierten Strom-
antworten gefitteten Kurven stellen Hillfunktionen mit folgenden Parametern dar: PS: ECsy =
23 uM, h = 1,7 (=80 mV); EC50 — 12 uM, h — 1.8 (480 mV); Nif: ECso — 34 uM, b = 2,4
(=80 mV); ECs9 = 32 uM, h = 2,2 (+80 mV). Mit der hochsten Konzentration an eingesetztem
Pregnenolonsulfat (n = 9) und Nifedipin (n = 7) vermessene Kontrollzellen zeigten keinen Effekt
(mit Pfeil gekennzeichnet).

als in Gegenwart von Pregnenolonsulfat. Zur Verifizierung der Expression wurde TRPMS8
zusétzlich noch mit einer 50 M Menthol-enthaltenden Standardbadlésung stimuliert (Ab-
bildung —E). Diese Daten zeigen zusammen mit den bereits veroffentlichten Daten
zur Hemmung von TRPV1 durch Pregnenolonsulfat [21], dass die Aktivierung durch Preg-
nenolonsulfat und Nifedipin ein spezifisches Merkmal von TRPM3a?2 ist.

Dosisabhiangigkeit der TRPM3a2-Aktivierung
Im folgenden wurden die EC59-Werte der TRPM3a2- Aktivierung durch Pregnenolonsulfat

und Nifedipin bestimmt. Da die bislang eingesetzten Konzentrationen an Pregnenolonsul-
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Abb. 4.6: Dosisabhingigkeit der TRPM3a2-Aktivierung mit Pregnenolon, De-
hydroepiandrosteron und Dehydroepiandrosteronsulfat (A) Stréome von TRPM3a2
exprimierenden HEK293-Zellen bei —80 und +80 mV wahrend der Applikation unterschiedlicher
Konzentrationen an Pregnenolon (Preg), Dehydroepiandrosteron (DHEA) und Dehydroepian-
drosteronsulfat (DHEA-S) (in uM). (B) Dosiswirkungskurven von Preg, DHEA und DHEA-S
(n>5). Die durch die normalisierten Stromantworten gefitteten Kurven stellen Hillfunktionen
mit folgenden Parametern dar: Preg: EC59 = 15 pM, h = 2,9 (=80 mV); EC59 = 13 uM, h =
3,4 (+80 mV); DHEA: EC59 = 63 uM, h = 2,1 (=80 mV); EC59 = 70 uM, h = 1,7 (4+80 mV);
DHEA-S: ECsp = 299 uM, h = 1,5 (=80 mV); EC59 = 303 uM, h = 1,1 (+80 mV). Mit der
hochsten Konzentration an eingesetztem Preg, DHEA und DHEA-S vermessene Kontrollzellen
(n > 7) zeigten keinen Effekt (mit Pfeil gekennzeichnet).

fat (10,5-35 uM) und Nifedipin (50-100 M) deutlich tiber den physiologisch nachweisba-
ren Konzentrationen von Pregnenolonsulfat im Serum und Gehirn (Serum: 50-150 ng/ml
(entspricht: 120-360 nM) [31], 103|, Gehirn: 16 ng/g = 35 nM [26]) und den therapeutisch
erreichbaren Konzentrationen von Nifedipin (162 nM bei einer oralen Dosis von 10 mg
[48]) lagen, interessierte es insbesondere auch, ab welcher Konzentrationen bereits eine
Aktivierung von TRPM3a2 zu beobachten ist. Wie in Abbildung und B erkennbar,
wurden mit zunehmender Konzentration an Pregnenolonsulfat bzw. Nifedipin auch ho-
here TRPM3a2-Antworten erhalten. Mit Pregnenolonsulfat konnte bereits ab 0,35 uM

43



AKTIVIERUNG VON TRPM3

und mit Nifedipin ab 1 uM eine Aktivierung beobachtet werden. Nach halblogarithmi-
scher Auftragung der normalisierten TRPM3a2-Stromantworten gegen die eingesetzten
Pregnenolonsulfat- bzw. Nifedipin-Konzentrationen wurde durch die so erhaltenen Punk-
te eine Hillfunktion gefittet. Die aus dem Fit erhaltenen Hillkoeffizienten waren sowohl
fiir Pregnenolonsulfat als auch fiir Nifedipin grofer als eins (Pregnenolonsulfat: 1,7-1,8;
Nifedipin: 2,2-2/4). Die aus dem Fit erhaltenen ECso-Werte lagen fiir Pregnenolonsul-
fat bei 23 uM (=80 mV) und 12 M (480 mV) und fiir Nifedipin bei 34 uM (—80
mV) und 32 pM (480 mV) und zeigten somit nur eine geringe Abhéngigkeit von der
Spannung (Abbildung [£.5[C). Zusitzlich zu den TRPM3a2 exprimierenden Zellen wurden
auch noch Kontrollzellen mit der hochsten verwendeten Konzentration an Pregnenolon-
sulfat bzw. Nifedipin vermessen. In diesen Kontrollzellen war keinerlei Pregnenolonsulfat-
bzw. Nifedipin-Effekt beobachtbar (Abbildung [4.5C).

Im folgenden wurde die Aktivierung durch Pregnenolon, Dehydroepiandrosteron und De-
hydroepiandrosteronsulfat, die ebenfalls eine agonistische Wirkung auf TRPM3a2 ausiib-
ten (Abbildung , noch naher untersucht. Die Applikation von Pregnenolon, Dehydro-
epiandrosteron und Dehydroepiandrosteronsulfat fiihrte analog zu Pregnenolonsulfat auch
zur Aktivierung eines auswértsrektifizierenden TRPM3a2-Stromes, der nach Wechsel zur
Standardbadlosung wieder inaktivierte und eine Konzentrationsabhingigkeit zeigte (Ab-
bildung [4.6]A). Die Zeit, die zur vollstindigen Aktivierung bzw. Inaktivierung bendtigt
wurde, lag bei Dehydroepiandrosteron und Dehydroepiandrosteronsulfat im Bereich von
wenigen Sekunden, war bei Pregnenolon allerdings etwas verldngert (Abbildung ) Bei
der Auswertung der Dosiswirkungskurven zeigte sich desweiteren, dass die EC5y-Werte fiir
Dehydroepiandrosteron (ECsy bei —80 mV: 63 M und bei +-80 mV: 70 pM) und Dehydro-
epiandrosteronsulfat (ECsy bei —80 mV: 299 M und bei +80 mV: 303 pM) deutlich hoher
lagen als die fiir Pregnenolon (ECsq bei —80 mV: 15 uM und bei +80 mV: 13 M) und
Pregnenolonsulfat (siche oben). Die EC5o-Werte zeigten auch hier nur eine geringe Abhén-
gigkeit von der Spannung. Die aus den Dosis-Wirkungskurven erhaltenen Hillkoeffizienten
lagen fiir Dehydroepiandrosteron bei 2,1 (—80 mV)und 1,7 (+80 mV), fiir Dehydroepian-
drosteronsulfat bei 1,5 (—80 mV) und 1,1 (+80 mV) und bei Pregnenolon bei 2,9 (—80 mV)
und 3,4 (+80 mV) (Abbildung[1.6B). In Kontrollzellen, die mit der hochsten verwendeten
Konzentration an Pregnenolon, Dehydroepiandrosteron und Dehydroepiandrosteronsulfat
vermessen wurden, war keinerlei agonistischer Effekt beobachtbar (Abbildung [£.6B).

Angriffspunkt von Pregnenolonsulfat
Bei den bisher gezeigten Patch-clamp-Messungen wurde Pregnenolonsulfat ausschliefs-
lich von der extrazelluldren Seite her appliziert. Aufgrunddessen stellte sich nun die Fra-

ge, ob Pregnenolonsulfat auch bei intrazelluldarer Applikation zu einer Aktivierung von
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Abb. 4.7: Angriffspunkt von Pregnenolonsulfat (A) Strome bei —80 und +80 mV unter
Verwendung einer intrazelluldren Losung mit bzw. ohne Zusatz von 35 uM Pregnenolonsulfat
(PS) (n = 6). Zusétzlich wurde in diesem Experiment zur Kontrolle der TRPM3a2-Expression
noch 35 uM Pregnenolonsulfat (PS) extrazellular appliziert. (B) Strom-Spannungsbezichungen
vor und wahrend der Applikation von Pregnenolonsulfat unter Verwendung einer intrazellularen
Losung mit bzw. ohne Zusatz von Pregnenolonsulfat. (C) Statistische Auswertung der Stromant-
worten aus (A) nach 0, 60, 150 und 300 Sekunden. (D) Statistische Auswertung der Stromant-
worten unmittelbar vor und wéihrend der extrazelluliren Applikation von Pregnenolonsulfat.

Ermittlung der Signifikanzen unter Verwendung eines zweiseitigen, ungepaarten T-Tests nach
Student.

TRPM3a2 fiihrt. Um diese Frage zu kldaren, wurden der intrazelluldren Losung 35 M
Pregnenolonsulfat zugesetzt und nach Ubergang in die whole-cell-Konfiguration die Ent-
wicklung des Ein- und Auswirtsstromes iiber einen Zeitraum von 5 Minuten beobachtet.
Innerhalb dieses Zeitraumes sollte sich die intrazelluliare Losung nahezu vollstdndig mit
dem Zytosol der Zelle ausgetauscht haben [148].

Im Gegensatz zur extrazellularen Applikation fiihrte jedoch die intrazellulare Applikation
von Pregnenolonsulfat zu keiner Aktivierung von TRPM3a2 (Abbildung[4.7A und C). So-
wohl die Ein- als auch die Auswértsstrome unterschieden sich nicht signifikant von den Ein-

und Auswértsstromen parallel vermessener TRPM3a2-Zellen, die nicht mit Pregnenolon-
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Abb. 4.8: Interaktionen zwischen Pregnenolonsulfat und 1,4-Dihydropyridinen
(A,D) Strom einer TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zelle bei —80 und +80 mV wihrend der
Applikation von 21 M Nifedipin (Nif), 21 uM Pregnenolonsulfat (PS) und 21 M Nifedipin -+
21 uM Pregnenolonsulfat (A) bzw. von 21 pM Nimodipin (Nim), 21 uM Pregnenolonsulfat (PS)
und 21 pM Nimodipin + 21 M Pregnenolonsulfat (D). (B,E) Strom-Spannungsbeziehung vor
und wihrend der Applikation von Nifedipin, Pregnenolonsulfat und Nifedipin + Pregnenolon-
sulfat (B) bzw. Nimodipin, Pregnenolonsulfat und Nimodipin + Pregnenolonsulfat (E). (C,F)
Statistische Auswertung aus (A) fiir n = 7 Zellen bzw. (D) fir n = 8 Zellen. Ermittlung der
Signifikanzen unter Verwendung eines zweiseitigen, gepaarten T-Tests nach Student.

sulfat infundiert wurden (Abbildung und C). Zur Verifizierung der Aktivierbarkeit
von TRPM3a2 wurde 35 uM Pregnenolonsulfat zusétzlich noch extrazellular appliziert.
Hier fiihrte Pregnenolonsulfat wie erwartet zur Aktivierung des auswértsrektifizierenden
TRPM3a2-Stromes (Abbildung . Eine Hemmung von TRPM3a2 durch intrazellula-
res Pregnenolonsulfat wurde nicht beobachtet (Abbildung und D). Folglich greift

Pregnenolonsulfat TRPM3a2 ausschlieflich von der extrazelluldren Seite her an.

Interaktion von Pregnenolonsulfat mit 1,4-Dihydropyridinen
Im folgenden wurde untersucht, ob die beiden fiir TRPM3a2 gefundenen Agonisten Preg-
nenolonsulfat und Nifedipin bei gleichzeitiger Applikation einen synergistischen Effekt
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auf TRPM3a2 ausiiben. Laut Mutschler [121] liegt ein Synergismus dann vor, wenn bei
gleichzeitiger Applikation von zwei oder mehr pharmakologisch wirksamen Sustanzen der
gemessene Effekt der Kombination grofer ist als der der Einzelsubstanzen. Addieren sich
die Einzeleffekte auf, d.h. entspricht der Gesamteffekt der Summe der Einzeleffekte, so
spricht man von einem additiven Synergismus. Ist der Gesamteffekt grofer, als es auf-
grund der Einzeleffekte zu erwarten wiére, spricht man von einem iiberadditiven Effekt.
Bei gleichzeitiger Applikation von 21 uM Pregnenolonsulfat und 21 yM Nifedipin waren
deutlich grofere TRPM3a2 Ein- und Auswiértsstrome beobachtbar als bei alleiniger Ap-
plikation von 21 M Pregnenolonsulfat bzw. 21 uM Nifedipin (Abbildung und B).
Die statistische Auswertung zeigte, dass sowohl der Einwértsstrom als auch der Auswarts-
strom bei Applikation der Kombination signifikant grofter war als die Summe der Ein- bzw.
Auswirtsstrome bei Applikation der Einzelsubstanzen (Abbildung [£.8C). Somit liegt hier
ein iiberadditiver Synergismus vor. Dieser iiberadditive Synergismus deutet darauf hin,
dass Nifedipin eine von den Neurosteroiden abweichende Bindungsstelle besitzt.
Nimodipin, das alleine nur einen geringen agonistischen Effekt auf TRPM3a2 ausiib-
te (Abbildung [4.2), fiihrte dagegen bei gleichzeitiger Applikation von Pregnenolonsul-
fat zu einer partiellen Hemmung des Pregnenolonsulfat-aktivierten TRPM3a2-Stromes
(Abbildung —F). Aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Nifedipin ist anzuneh-
men, dass Nimodipin an dieselbe Bindungsstelle wie Nifedipin bindet. Eine direkte Kon-
kurrenz zwischen Nimodipin und Pregnenolonsulfat um die Neurosteroid-Bindungsstelle
kann jedoch aufgrund der hier beobachteten partiellen Hemmung des Pregnenolonsulfat-

aktivierten TRPM3a2-Stromes nicht ausgeschlossen werden.

4.5 Diskussion

Neurosteroide - darunter auch Pregnenolonsulfat, Pregnenolon, Dehydroepiandrosteron-
sulfat und Dehydroepiandrosteron - sind im Nervensytem an der Modulation zahlreicher
Neurotransmitter-Rezeptoren beteiligt (siehe Tabelle . In diesem Kapitel wurde die
Aktivierung von TRPM3a2 durch Neurosteroide, die im Ca*"-Imaging-Experiment be-
reits gezeigt werden konnte [193], beziiglich ihrer Spezifitiat und Dosisabhéingigkeit ndher
charakterisiert.

Pregnenolonsulfat fithrte in den durchgefiihrten Patch-clamp-Messungen zu einer sehr
raschen Aktivierung von TRPM3a2. TRPM3a2-Antworten waren nach Umschalten des
Perfusionssystems, d.h. nach Wechsel zur Pregnenolonsulfat-haltigen Standardbadlésung
innerhalb weniger Sekunden beobachtbar. Da die Pregnenolonsulfat-haltige Standardbad-
16sung nach Verlassen des Perfusionssystems noch eine gewisse Zeit bis zum Erreichen der

Zelle benétigte, ist davon auszugehen, dass TRPM3a2 in Wirklichkeit noch rascher auf
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Rezeptor Steroid Modulation wirksame Konzentration
GABA, 3a, ba-THP positiv 1078-10—°M
3a, 53-THP positiv 1078-107°M
3a, 5a-THDOC positiv 1078-107°M
PS negativ 107°-10*M
DHEA-S negativ 1075-10—*M
n-Acetylcholin  Progesteron negativ 107%-107*M
3a, 53-THP negativ 107°-10~*M
Glycin Progesteron negativ 1075-1073M
PS negativ 10~*M
5-HT}3 17a-/ f-Estradiol negativ 107-10*M
Progesteron negativ 107%-107*M
Testosteron negativ 107°M
3a, 5a-THP negativ 107°M
PS - 107°M
NMDA 175-Estradiol negativ 5x10°M
Pregnanolonsulfat negativ 1075-10—°*M
Pregnanolonhemisuccinat negativ 10~*M
PS positiv 1075-10—*M
AMPA PS negativ 107*M
Kainat PS negativ 1074M
173-Estradiol positiv 1078-10—°M
Progesteron positiv 107°-1073M
Oxytocin Progesteron negativ 1079-10~°M
Sigma Typl DHEA-S positiv 1077-107°M
PS negativ 107-107°M
Progesteron Antagonist 1078-107°M

Tabelle 4.4: Ubersicht iiber die nichtgenomischen Effekte der verschiedenen Neurosteroide. Ab-
bildung tibernommen aus Rupprecht und Holsboer, 1999 [155].

dieses antwortet. Diese rasche Aktivierung spricht gegen einen modulatorischen Eingriff
von Pregnenolonsulfat in eine oder mehrere der intrazelluldren Signaltransduktionskas-
kaden (indirekte Aktivierung), sondern deutet vielmehr auf eine direkte Interaktion mit
TRPM3a2 (direkte Aktivierung) hin.

Von den {ibrigen getesteten Neurosteroiden bzw. Steroiden fiihrten Dehydroepiandro-
steron, Dehydroepiandrosteronsulfat und Pregnenolon ebenfalls zu einer Aktivierung von
TRPM3a2. Die Aktivierung war im Vergleich zu Pregnenolonsulfat allerdings deutlich
schwicher. Aufgrunddessen stellen sie vermutlich im Gegensatz zu Pregnenolonsulfat kei-
ne vollen, sondern nur partielle Agonisten von TRPM3a2 dar.

Die aus den Dosis-Wirkungskurven ermittelten ECs5o-Werte lagen fiir alle vier agonistisch
wirkenden Neurosteroide im mikromolaren Bereich (PS: ECs5y = 22,9 uM bei —80 mV,
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EC50 = 11,7 uM bei +80 mV; Preg: EC5y = 15,2 uM bei —80 mV, EC5y = 12,5 bei
+80 mV; DHEA: EC59 = 62,0 bei —80 mV, EC5y = 72,0 uM bei +80 mV; DHEA-S:
ECs50 = 299,0 uM bei —80 mV, EC5y = 303,0 uM bei +80 mV). Da laut Hersteller- und
Literaturangaben zahlreiche der getesteten Steroide (insbesondere die nicht-sulfatierten
Formen) in wiéssriger Losung praktisch unloslich sind, wurden zur Erhohung der Los-
lichkeit und zur Verminderung von Prézipitationen zunéchst Stocklosungen in DMSO
bzw. Ethanol herstellt und erst unmittelbar vor den eigentlichen Patch-clamp-Messungen
die benotigte Konzentration der entsprechenden extrazellularen Losung zugesetzt. Trotz-
dem wurden insbesondere bei den hochkonzentrierten Losungen aller getesteten Steroi-
de mit Ausnahme von Pregnenolonsulfat Prézipitationen beobachtet. Aus diesem Grund
sind insbesondere die aus den Dosiswirkungskurven ermittelten ECs5,-Werte von Pregne-
nolon, Dehydroepiandrosteron und Dehydroepiandrosteronsulfat fraglich. Die hier beo-
bachtete Séttigung der Dosiswirkungskurve kénnte demnach nicht auf eine Sattigung der
TRPM3a2-Bindungsstelle, sondern auf eine Sattigung der Losung zuriickzufiihren sein. In
diesem Falle wiirden die ermittelten EC5o-Werte unterschétzt werden und eigentlich noch
hoher liegen. Auch die Hillkoeffizienten, die iiber eins lagen, wiirden sich aufgrund des
flacheren Kurvenverlaufs erniedrigen. Wie in Tabelle [4.4] erkennbar, erfordert auch die ne-
gative Modulation der verschiedenen Neurotransmitter-Rezeptoren im Gehirn in der Regel
Neurosteroid-Konzentrationen im mikromolaren Bereich. Vergleicht man die zur halbma-
ximalen Aktivierung von TRPM3a2 erforderlichen Konzentrationen an Pregnenolonsulfat,
Pregnenolon, Dehydroepiandrosteronsulfat und Dehydroepiandrosteron allerdings mit den
physiologischen Konzentrationen im Serum (PS: 50-150 ng/ml (entspricht: 120-360 nM),
DHEA-S: 1-3 pg/ml (entspricht: 260-770 nM) [10, [31]), so ist festzustellen, dass die hier
ermittelten EC5p-Werte deutlich iiber diesen Konzentrationen liegen. Auch die niedrigste
Neurosteroidkonzentration unter der eine TRPM3a2-Antwort beobachtbar war (350 nM
bei Pregnenolonsulfat und 1 M bei Pregnenolon, Dehydroepiandrosteron und Dehydro-
epiandrosteronsulfat), lag zum Teil noch tiber dieser Konzentration. Trotzdem besteht
die Moglichkeit, dass sowohl im Gehirn als in anderen Organen (Gonaden, Nebenniere)
aufgrund der dort stattfindenden Neurosteroidsynthese lokal héhere Konzentrationen an
Neurosteroiden anzutreffen sind. Unterschiede in den zelluldren und subzelluldren Neu-
rosteroidkonzentrationen sind in bestimmten Teilen des Gehirns infolge unterschiedlicher
Synthese- und Metabolisierungsraten ebenfalls zu erwarten. Auch eine Akkumulation der
Neurosteroide ist aufgrund ihrer hohen Lipophilie denkbar. Uber diese zelluliren und sub-
zelluldren Verteilungen im Gehirn ist allerdings bisweilen nur wenig bekannt. Ein Grund
hierfiir ist, dass die Konzentrationsmessungen meist auf Messungen von Homogenaten
kompletter Gehirne bzw. Gehirnteile beruhen. Zahlreiche physiologische (z.B. Schwan-
gerschaft) als auch pathologische Faktoren (z.B. Stress, Krankheiten) kénnten die Neu-
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rosteroidkonzentration zusétzlich noch beeintrachtigen. Bereits gezeigt werden konnte,
dass sich im Laufe der Entwicklung die Neurosteroidkonzentration éndert. Besonders ho-
he Konzentrationen wurden hierbei unmittelbar vor bzw. nach der Geburt und in der
Pubertét gefunden [31], 32]. Neben der Neurosteroidkonzentration kénnte sich im Laufe
der Entwicklung jedoch auch das Expressionsniveau bzw. der Phosphorylierungs- bzw.
Glykosylierungszustand von TRPM3a2 éndern. Bereits gezeigt werden konnte, dass die
Interaktion der Neurosteroide mit dem GABAA-Rezeptor durch Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung reguliert wird [9]. Wéhrend in dlteren Publikationen Pregnenolonsul-
fat als das im Gehirn am meisten vorkommende Neurosteroid beschrieben wurde [26], 109],
zeigen neuere Publikationen, dass Pregnenolon in seiner sulfatierten Form jedoch kaum
im Gehirn anzutreffen ist [103]. Ein lipoidales Pregnenolonderivat, dessen genaue chemi-
sche Struktur bisweilen noch nicht aufgeklart wurde, scheint dagegen in deutlich hoheren
Konzentrationen im Gehirn vorzukommen. Moglicherweise stellt dieses lipoidale Preg-
nenolonderivat und nicht Pregnenolonsulfat den eigentlichen, endogenen Agonisten von
TRPM3a2 dar [103].

Bei der Frage nach der physiologischen Relevanz der TRPM3a2-Aktivierung durch Neu-
rosteroide spielt neben deren Konzentration auch noch deren Spezifitit eine bedeuten-
de Rolle. Da weder die TRPM3al-Spleifvariante noch weitere Mitglieder der TRPM-
Proteinfamilie (TRPM8, TRPM7 (unveréffentlichte Daten Sachar Lambert)) durch Preg-
nenolonsulfat aktiviert wurden, scheint die Aktivierung fiir TRPM3a2 spezifisch zu sein.
Das Pregnenolonsulfat zu keiner Aktivierung von TRPM?7 fiihrte, ist insofern auch noch
von Bedeutung, da endogen in praktisch allen Zellen, so auch HEK293-, COS7- und
RBL2H3-Zellen, ein Strom vorkommt, der dieselben biophysikalischen Eigenschaften wie
dieser aufweist [122]. Da dieser endogene Strom durch intrazellulires Mg®" gehemmt wird,
tragt er auch die Bezeichnung MIC- (= ,Magnesium Inhibited Current*) bzw. MagNuM-
Strom (= ,Magnesium Nucleotide regulated Metal current). Auch fiir die TRPM3a1- und
TRPM3a2-Spleifvariante wurde bereits eine Hemmung durch intrazelluldres Mg*™ be-
schrieben [129] (siche auch Kapitel [7)). Aus diesen Grunde wurden fiir die oben aufgefiihr-
ten Patch-clamp-Messungen ausschlieRlich Mg®"-freie, intrazelluldre Losungen verwendet.
Um den Einfluss des MIC- bzw. MagNuM-Stromes auf die Patch-clamp-Messungen mog-
lichst gering zu halten, wurden folgende Vorsichtsmafnahmen getroffen: (1) wurden die
Patch-clamp-Messungen immer moglichst kurz gehalten, d.h. in der Regel 90-120 Se-
kunden nach Ubergang in die whole-cell-Konfiguration beendet. Da der endogene MIC-
bzw. MagNuM-Strom im Gegensatz zum TRPM3a2-Strom erst nach ca. 90-100 Sekun-
den aktiviert und die halbmaximale Aktivierung erst nach 220 Sekunden erreicht [6], soll-
te innerhalb dieses gewéhlten Zeitfensters dessen Einfluss auf die TRPM3a2-Messungen

noch moglichst gering sein. (2) wurden parallel zu den TRPM3a2-exprimierenden Zel-
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len immer Kontrollzellen unter identischen Messbedingungen vermessen. Die vermessenen
Kontrollzellen zeigten keinen Effekt bei Applikation der Pregnenolonsulfat-haltigen Lo&-
sungen. Folglich {ibt Pregnenolonsulfat auch keinen Effekt auf den endogenen MIC- bzw.
MagNuM-Strom aus. Eine Hemmung durch Pregnenolonsulfat, wie sie bei TRPMS8 beo-
bachtet wurde, wurde auch schon fiir TRPV1 gezeigt [21].

Da Pregnenolonsulfat nur von der extrazelluldren, nicht jedoch von intrazelluldren Seite
zu einer Aktivierung von TRPM3a2 fiihrte, muss gefordert werden, dass dessen Bindungs-
stelle extrazellular lokalisiert ist. Aminosédurereste in den extrazelluldr gelegenen Schlei-
fen als auch in den angrenzenden Transmembrandoménen stellen mogliche Kandidaten
fiir eine solche Pregnenolonsulfat-Bindungsstelle dar. Da sowohl die geladene, hydrophile
Sulfatgruppe als auch das ungeladene, hydrophobe Steroidgeriist mit diesen interagieren
konnten, kommen sowohl geladene als auch ungeladene Aminoséurereste hierfiir in Frage.
Bislang existieren allerdings noch keine Anhaltspunkte iiber die molekularen und struktu-
rellen Voraussetzungen, die fiir die Pregnenolonsulfat-Bindung an TRPM3a2 erforderlich
sind. Denkbar wére auch, dass Pregnenolonsulfat seine Wirkung nicht iiber die Bindung
an eine diskrete Bindungsstelle sondern iiber einen unspezifischen Membraneffekt vermit-
telt, d.h. sich aufgrund seiner Hydrophobizitét in die Plasmamembran einlagert und iiber
sterische Effekte zu einer Offnung von TRPM3a2 fiihrt.

Die agonistische Wirkung von Nifedipin auf TRPM3a2, die bei der Suche nach spezifi-
schen Antagonisten in den vorangegangenen Ca**-Imaging-Experimenten aufgedeckt wur-
de [193], konnte in diesen Kapitel ebenfalls bestétigt werden. Nitrendipin und Nimodipin
zeigten ebenfalls eine schwache agonistische Wirkung, Nicardipin jedoch nicht.
Eingesetzt werden 1,4-Dihydropyridine heutzutage bei der Behandlung von Hypertonie
und Angina pectoris. Sie wirken hierbei tiber eine allosterische Blockade von spannungs-
abhingigen L-Typ Ca®"-Kanélen. Die unter Behandlung von Nifedipin erreichbaren Plas-
makonzentrationen liegen hierbei im nanomolaren Bereich (162 nM bei einer oralen Dosis
von 10 mg [48]). Die aus den Dosis-Wirkungskurven ermittelten EC5y-Werte fiir Nifedipin
(EC50 = 32 uM bei —80 mV, EC59 = 30 uM bei 480 mV) lagen allerdings deutlich iiber
dieser Plasmakonzentration, sodass davon auszugehen ist, dass es unter der Behandlung
mit Nifedipin zu keiner Aktivierung von TRPM3a2 kommt. Trotzdem ist es denkbar,
dass Nifedipin zu einer Modulation der Neurosteroidantwort fiihrt. In der Tat konnte
bei gleichzeitiger Applikation von Nifedipin eine positive Modulation des Neurosteroid-
induzierten TRPM3a2-Stromes in Form eines supraadditiven Effektes beobachtet werden.
Diese positive Modulation deutet ebenfalls darauf hin, dass Nifedipin an eine von den Neu-
rosteroiden abweichende Bindungsstelle bindet.

Abweichend von der allosterischen Blockade spannungsabhiingiger Ca®"-Kanile konnte

neben der hier beobachteten Aktivierung von TRPM3a2 fiir Nifedipin bereits eine Faszilli-
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tierung der spontanen Neurotransmitterfreisetzung bei Rattenneuronen im supraoptischen
Nukleus gezeigt werden [70]. Da dieser Effekt allerdings Ca®*-unabhingig war, ist eine Be-
teiligung von TRPM3a2 unwahrscheinlich. Ein dhnlicher Effekt wurde desweiteren auch
schon in Nervenendigungen von Motorneuronen neonataler Ratten beschrieben [142]. Die
hier beobachtete Speicherabhéngigkeit schliefit allerdings auch in diesem Fall eine Betei-
ligung von TRPM3a2 weitestgehend aus.

1,4-Dihydropyridine zeichnen sich durch eine geringe Loslichkeit in wéssrigen Losungen
aus. Zur Erhohung der Loslichkeit und Verringerung von Prézipitationen wurden auf-
grunddessen analog zu den Neurosteroiden zunéchst Stocklosungen der entsprechenden
1,4-Dihydropyridine in DMSO hergestellt und erst unmittelbar vor den eigentlichen Patch-
clamp-Messungen die bendtigte Konzentration der entsprechenden extrazellularen Losung
zugesetzt. Trotzdem wurden auch hier insbesondere bei den hoher konzentrierten Losun-
gen Prézipitationen beobachtet. Aus diesen Grund sind auch hier die aus den Dosis-
wirkungskurven ermittelten EC5o-Werte und Hillkoeffizienten fiir Nifedipin fraglich.
Zusétzlich sind 1,4-Dihydropyridine in geloster Form noch sehr lichtempfindlich. Die Licht-
empfindlichkeit ist hierbei bei Nifedipin deutlich stérker ausgeprégt als bei Nicardipin, Ni-
modipin und Nitrendipin [I56]. Bereits gezeigt werden konnte durch verschiedene Arbeits-
gruppen, dass Nifedipin bei Einwirkung von Licht in das stabilere Nitrosophenylpyridin-
Derivat iibergeht. Fiir die Bildung des Nitrosophenylpyridin-Derivats wird eine intramo-
lekulare Redoxreaktion zwischen Nitrogruppe und Dihydropyridingruppe angenommen.
Hierbei wird die Nitrogruppe zur Nitrosogruppe reduziert und der Dihydropyridinring zum
Pyridinring oxidiert. Neben dem Nitrosophenylpyridin-Derivat konnen in geringerem Um-
fang auch noch andere Abbauprodukte gebildet werden. Die Art und Menge der gebildeten
Abbauprodukte wird allerdings noch durch zahlreiche weitere Faktoren bestimmt (Tem-
peratur, pH-Wert, Losungmittel, Anwesenheit von Oxidationsmitteln) [39]. Um den oben
beschriebenen Abbau von Nifedipin als auch der iibrigen 1,4-Dihydropyridine moglichst
gering zu halten, wurden deren Losungen unmittelbar vor den jeweiligen Patch-clamp-
Messungen immer frisch herstellt und durch Alufolie weitestgehend vor Lichteinwirkung
geschiitzt. Die Patch-clamp-Messungen wurden anschliefiend in einem verdunkelten Raum
durchgefiihrt. Trotz dieser Vorsichtsmafnahmen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden,
dass eines oder mehrere der oben beschriebenen Abbauprodukte gebildet wurden. Auch
kann nicht ausgeschlossen werden, dass Nifedipin, Nicardipin und Nimodipin nicht selbst,

sondern eines ihrer Abbauprodukte fiir die Aktivierung von TRPM3a2 verantwortlich ist.

Die Aktivierung durch Pregnenolonsulfat konnte in den folgenden Kapiteln zur weite-
ren Charakterisierung von TRPM3a2 genutzt werden. Aufserdem kann sie zur weite-

ren Abgrenzung von TRPM3al dienen, da dieser eine Hemmung und keine Aktivierung

52



AKTIVIERUNG VON TRPM3

durch Pregnenolonsulfat zeigt. Auch die Identifizierung von TRPM3a2-Strémen in na-
tiven Geweben ist mit Hilfe von Pregnenolonsulfat und Nifedipin moglich. Nachgewie-
sen werden konnten in unserer Arbeitsgruppe bereits Pregnenolonsulfat- und Nifedipin-
induzierte Strome in einer Hypophysenzellinie der Ratte (GH3-Zellen) sowie in akut pré-
parierten Hypophysenzellen der Maus (unveréffentliche Daten Johannes Oberwinkler) als
auch in einer pankreatischen (-Zellinie der Ratte (INS1-Zellen) sowie in akut préparier-
ten pankreatischen [(-Zellen der Maus [168]. Diese zeigten dieselben biophysikalischen
Eigenschaften wie die TRPM3a2-Stréme im heterologen Expressionssystem (siche auch
Kapitel . Da die Expression von TRPM3 in der Hypophyse und im Pankreas zudem
schon durch verschiedene Arbeitsgruppen mittels RT-PCR gezeigt werden konnte [46], [59],
stellt TRPM3a2 einen aussichtsreichen Kandidaten fiir diese endogenen Strome dar. Auch
lassen diese Ergebnisse erste Schliisse {iber die mogliche Funktion von TRPM3a2 in die-
sen beiden Geweben zu. So konnte TRPM3a2 in der Hypophyse an der Sekretion von
Hypophysenhormonen (Corticotropin, Follitropin, Lutropin, Melanotropin, Somatropin,
Thyrotropin und Prolactin) und im Pankreas an der Sekretion von Insulin beteiligt sein.
Die hier erhobenen Daten bilden somit eine wichtige Grundlage, um der Frage nach der

Funktion von TRPM3a2 in diesen Geweben in Zukunft nachzugehen.
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5 Permeabilitat und Selektivitat von TRPM3

5.1 Zusammenfassung

Tonenkanile sind membransténdige Proteine, die es Ionen erlauben, die fiir sie ansonsten
impermeablen, biologischen Membranen bestehend aus einer Lipiddoppelschicht zu durch-
queren. lonenkanéle sind meist nur fiir bestimmte Ionen selektiv permeabel. Diese Selekti-
vitéat ist fiir so wichtige physiologische Phénomene wie die Generation von Aktionspoten-
tialen, die neuro-endokrine Sekretion und die Muskelkontraktion essentiell. Hierbei kann
zwischen lonenkanélen mit ganz unterschiedlichen Permeationsprofilen und Selektivita-
ten, die durch die geometrischen Verhéltnisse und die Ladungsverteilungen im engsten
Teil der ionenleitenden Pore - dem sogenannten Selektivititsfilter - zustande kommen,
unterschieden werden. Um die physiologische Funktion eines Ionenkanals zu verstehen, ist
eine genaue Kenntnis des Permeationsprofils notig, das sich experimentell durch elektro-
physiologische Messungen bestimmen l&sst.

Im vorliegenden Kapitel wurden die Poreneigenschaften von zwei TRPM3-Kanélen, die als
TRPM3al und TRPM3a2 bezeichnet und durch alternatives Spleifsen gebildet werden,
durch elektrophysiologische Messungen der Stromgrofen und der Umkehrpotentiale unter
bi-ionischen Bedingungen bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass TRPM3a2-Kanile fiir
alle getesteten divalenten Kationen eine hohere Permeabilitéit aufwiesen als fiir monova-
lente Kationen, die alle ungeféahr die gleiche relative Permeabilitat zeigten. Bei TRPM3a1-
Kanélen war dagegen gegenteiliges beobachtbar, nur sehr kleine divalente Stréme waren
hier messbar. Interessanterweise zeigten TRPM3a2-Kanéle eine hohere Permeabilitét fiir
Ca?", Mn?", Mg?" und Zn*" als fiir Ba®". Dies unterscheidet sie von den nahe verwand-
ten TRPM7-Kanilen, bei denen Ba?" die hochste Permeabilitéit aufweist. Untersuchungen
mit unterschiedlich groffen quartdren Ammomiumverbindungen zeigten, dass TRPM3a2-
Kanile einen relativ grofen Porendurchmesser von ca. 7,1 A besitzen, konsistent zu ih-
rem unselektiven Permeationsprofil. Die Permeationeigenschaften der konstitutiv aktiven
TRPM3a2-Kanile unterschieden sich nur geringfiigig von denen der agonist-aktivierten
TRPM3a2-Kanale. Die beobachteten Unterschiede sind zumindest zum Teil auf expe-
rimentelle Unzulénglichkeiten zuriickzufiihren. Die Eigenschaften des Selektivitatsfilters
von TRPM3a2 éndern sich folglich durch Bindung des Agonisten nicht oder nur gering-
fiigig.

Die hier bestimmten Permeationseigenschaften zeigen, dass TRPM3-Kanéle einen ein-
zigartigen Selektivitétsfilter besitzen, erlauben daher die Abgrenzung dieser Kanéile von

anderen Kationenkanalen und lassen Riickschliisse auf ihre Funktion in vivo zu.
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5.2 Einleitung

Die TRPM-Proteinfamilie bildet eine sehr heterogene Familie von Kationenkanélen. Diese
unterscheiden sich nicht nur in ihren Aktivierungs- und Regulationsmechanismen, sondern
auch in ihren Permeations- und Selektivititseigenschaften. Wahrend zwei Mitglieder der
TRPM-Proteinfamilie - TRPM4 und TRPM5 - monovalentselektive, Ca®"- und Mg**-
impermeable Kationenkanéle darstellen [77, 04], handelt es sich bei den tibrigen Mit-
gliedern um unselektive, mehr oder weniger Ca*"- und Mg*"-permeable Kationenkanile
(Pca/ Pna = 0,1-10 [I32]). Die beiden Mitglieder TRPM6 und TRPM?7 sind neben Ca®*
und Mg?* zusitzlich auch noch fiir eine Vielzahl weiterer Spuren- und Schwermetalle wie
Zn*T, Ni*™, Co*", Cd*", Mn?", Ba>" und Sr*" permeabel und es wird angenommen, dass
diese Proteine bei physiolgischen, hyperpolarisierten Membranpotentialen nur divalente
Kationen leiten [100, 115, 179, 190]. Am Beispiel von TRPM3, einem weiteren Mitglied der
TRPM-Proteinfamilie, konnte erstmals auch gezeigt werden, dass die Permeations- und
Selektivitatseigenschaften eines lonenkanals durch alternatives Spleifen in der mutmafs-
lichen Porenregion reguliert werden konnen [129]. Die TRPM3-Kanile mit der ldngeren
Pore, auch TRPM3a1-Kanéle genannt, wiesen im Vergleich zu denen mit der kiirzeren Po-
re, auch TRPM3a2-Kanile genannt, eine deutlich geringere Permeabilitét fiir die beiden
divalenten Kationen Ca®t und Mg*" auf. Die unterschiedlichen Permeations- und Selekti-
vititseigenschaften der beiden Spleifsvarianten sind aus den nachfolgenden zwei Griinden
zusétzlich noch von Bedeutung. Zum einen erlaubten sie den direkten Beweis, dass re-
kombinante TRPM3-Kanile in der Lage sind membranstéandige, ionenleitende Poren zu
bilden und zum zweiten zeigten sie, dass die mutmafliche Porenregion, die aufgrund von
strukturellen Ahnlichkeiten zu den spannungsabhingigen K*-Kanilen zwischen fiinfter
und sechster Transmembrandoméne vermutet wurde, auch dort lokalisiert ist. Auch fiir
ein weiteres Mitglied der TRPM-Proteinfamilie - TRPM4 - konnte dies schon mit Hil-
fe von Substitutions- und Mutationsanalysen bestitigt werden [126]. Fiir TRPM1, der
TRPM3 innerhalb der TRPM-Proteinfamilie am n#chsten steht, wurden in der Ratte
ebenfalls schon zwei Spleifsvarianten identifiziert, die sich ausschliefslich in der mutmafs-
lichen Porenregion zwischen fiinfter und sechster Porenregion voneinander unterscheiden
[105]. Diese wurden allerdings noch nicht elektrophysiologisch charakterisiert, sodass bis-
her noch unklar ist, ob sich auch diese Spleiffvarianten in ihren Permeations- und Selek-
tivitatseigenschaften unterscheiden.

Um zukiinftig TRPM3a2-Kanile von TRPM3a1-Kanélen, aber auch anderen TRP-Kané-
len besser abgrenzen und zusétzlich noch Riickschliisse auf deren Funktion in vivo zie-
hen zu konnen, wurden in diesem Kapitel zum ersten deren Porendurchmesser und zum

zweiten deren Permeations- und Selektivitéitseigenschaften néher untersucht. Die Ab-
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schatzung des Porendurchmessers von Kationenkanélen erfolgt in der Regel mit Hilfe von
Kationen unterschiedlicher Gréfse. Quartdre Ammoniumverbindungen haben sich hier-
bei in der Vergangenheit besonders bewéhrt [16], 190, 205]. Aufgrunddessen wurden sie
auch hier zur Abschétzung des Porendurchmessers von TRPM3a2 eingesetzt. Die Griin-
de, die fiir einen Einsatz quartiarer Ammoniumverbindungen sprechen, sind nachfolgend
nochmals kurz aufgefithrt: (1) Sie liegen bei physiologischen pH-Werten von 7,2-7,3 zu
iiber 95% in ionisierter Form vor, sodass kein pH-Wert-Wechsel erforderlich ist. Auch
Komplikationen, die mit einem pH-Wert-Wechsel einhergehen (wie pH-Wert-induzierte
Verdnderungen des Ionenkanals), entfallen [16]. (2) Ihre Molekiilgrofse kann durch Sub-
stitution der Wasserstoffatome gegen Alkylgruppen schrittweise vergrofert werden, ohne
dass es zu groferen Modifikationen in der dreidimensionalen Struktur kommt [16]. Die
Alkylgruppen schirmen zudem die positive Ladung des Stickstoffs ab und erschweren so-
mit die Interaktion der quartiren Ammoniumverbindungen mit den negativ geladenen
Aminosédureresten in der Pore. Die Untersuchung der Permeabilitdt mono- und divalenter
Kationen durch TRPM3a2 wurde sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit des TRPM3a2
Agonisten Pregnenolonsulfat durchgefiihrt, um zu tiberpriifen, ob sich die Poreneigen-
schaften nach Bindung von Pregnenolonsulfat &ndern. Auch wurden die Unterschiede
zwischen TRPM3al und TRPM3a2 im Hinblick auf die Permeation monovalenter und

divalenter Kationen noch weiter ausgearbeitet.

5.3 Materialien und Methoden
5.3.1 Materialien

Mit Ausnahme der extra- und intrazellularen Losungen, die fiir die elektrophysiologischen
Messungen eingesetzt wurden, sind die {ibrigen in diesem Kapitel verwendeten Materia-

lien in Kapitel [3] Abschnitt [3.1] aufgefiihrt.
LOSUNGEN FUR DIE ELEKTROPHYSIOLOGIE

In allen Experimenten wurde als extrazelluldre Losung die in Tabelle [5.1] aufgefiihrte
Standardbadlosung (Losung E1) und als intrazelluldre Losung eine der in Tabelle auf-
gefiihrten divalentfreien, Cs™-haltigen intrazelluliren Losungen (Losung 11-13) verwendet.
Zur Bestimmung der bi-ionischen Umkehrpotentiale monovalenter Kationen wurden di-
valentfreie Losungen, die mit Ausnahme der MMA™- und TrMA "-Lésungen (Losung 2.2,
2.3, 2.5 und 2.6) und der K*-Losung (Losung 3.4) ausschlieflich eines der zu testenden,
monovalenten Kationen enthielten (Losung E2.1-E2.4, Losung E3.1-3.8), eingesetzt (Ta-
belle und Tabelle . Zusétzlich enthielten sie noch HEPES zur Stabilisierung des
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pH-Wertes sowie EGTA und EDTA zur Komplexierung moglicher im entionisierten Was-
ser vorkommender Spuren an divalenten Kationen, die die Bestimmung der bi-ionischen
Umkehrpotentiale negativ beeinflussen konnten. Die Einstellung des pH-Wertes auf pH
7,2 erfolgte entweder mit HCl oder den entsprechenden Hydroxiden des monovalenten
Kations und die Einstellung der Osmolalitit auf 320-330 mosmol - kg™' mit D-Glucose.
Da die Hydroxide von MMA™ und TrMA™ nicht zur Verfiigung standen, wurde der pH-
Wert mit NMDG™ eingestellt. 14 mM NMDG™ waren hierzu erforderlich (Lésung 2.3 und
2.6). Durch Entfernung von EGTA und EDTA aus diesen Losungen konnte die zur Einstel-
lung des pH-Werts benotigte NMDG "-Konzentration auf 4 mM reduziert werden (Losung
2.2 und 2.5). Dies ist insofern von Bedeutung, da NMDG™ eine hemmende Wirkung auf
TRPM3a2 ausiibt (siehe Kapitel [7). Der divalentfreien K*-Lésung (Losung 3.4) wurde
zusatzlich noch 2 mM CsCl zur Hemmung der endogen in HEK293-Zellen vorkommen-
den K*-Kanile zugesetzt. Zur Bestimmung der bi-ionischen Umkehrpotentiale divalenter
Kationen wurde monovalentfreie Losungen, die ausschliefslich eines der zu testenden, di-
valenten Kationen in einer Konzentration von 2 mM (Lésung E4.1-E4.2), 10 mM (Losung
E5.1-E5.7), 60 mM (Loésung E6.1-E6.3) oder 120 mM (Losung E7.1-E7.5) enthielten, ein-
gesetzt (Tabelle , , und . Auch die monovalentfreien Losungen enthielten
zur Stabilisierung des pH-Wertes HEPES. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte hier
mit NMDG™, da die Hydroxide der divalenten Kationen nicht zur Verfiigung standen und
zudem zumeist in Wasser praktisch unléslich sind. Der pH-Wert der 10 mM Zn*"-Lésung
(Losung 5.7) konnte nur auf pH 7,15 eingestellt werden, da es bei pH-Werten héher 7,15
zur Ausféllung von schwerloslichem Zn(OH), kam. Auch die Einstellung des pH-Werts der
120 mM Zn*"- und 120 mM Ni**-Lésung war nicht moglich, ohne dass es zur Ausfillung
von schwerloslichen Hydroxiden kam. Aufgrunddessen wurde auf die Vermessung dieser
beiden Losungen verzichtet. Die Einstellung der Osmolalitit der monovalentfreien Losun-
gen erfolgte anstelle von D-Glucose mit Mannit. Mannit besitzt gegeniiber D-Glucose den
Vorteil, dass es in geringerem Mafe den Energiestoffwechsel der Zellen beeinflusst, was

aufgrund der hier eingesetzten hohen Konzentrationen von Bedeutung war.

Extrazellulare Losungen

Tabelle 5.1: Standard-Badl6sung

Nr Nat Cs™ K+ Ca’t Mg?t - HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E1 142-149 10 3 2 2 160-167 10 3-15
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pH-Wert: 7,2-7.3

Osmolalitéit [mosmol - kg™ ']: 321-333

Tabelle 5.2: Divalente Losungen E2

Nr Ton X NMDGt ClI— EGTA EDTA HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E2.1 NH,* 145 - 121 2 2 10 70
E2.2 MMA™T 145 14 145 2 2 10 30
E2.3 MMA™ 145 4 145 - - 10 40
E2.4 DMA™ 145 - 129 2 2 10 60
E25 TrMAT 145 14 145 2 2 10 30
E2.6 TrMAT 145 4 145 - - 10 40
E2.7  TeMAT 145 - 132 2 2 10 70
E2.8 NMDGT 145 - 134 2 2 10 30
pH-Wert: 7,2
Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 321-328
Tabelle 5.3: Divalentfreie Losungen E3
Nr Ton X NMDG™ Cl™ EGTA EDTA HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E3.1 Cst 145 - 128-130 2 2 10 60-63
E3.2 Nat 145-158 - 130-145 2 2 10 30-53
E3.3 Lit 145 - 131 2 2 10 45
E3.4 KT 160 - 145 2 2 10 30
pH-Wert: 7,2
Osmolalitéit [mosmol - kg™'|: 323-327
Tabelle 5.4: Monovalentfreie Losung 2 mM E4
Nr Ton X NMDG™ Cl™ HEPES Mannit
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E4.1  Ca’t 2 3-4 4 10 288-295
E4.2  Mg*t 2 3-4 4 10 295
pH-Wert: 7,2

Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 323-335
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Tabelle 5.5: Monovalentfreie 10 mM Loésungen E5

Nr Ton X NMDGt ClI— HEPES Mannit
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E5.1  Ca’t 10 3-4 20 10 265-267
E5.2 St 10 4 20 10 265
E5.3  Ba’t 10 4 20 10 265
E5.4  Mg*t 10 4 20 10 265
E5.5  Mn?* 10 4 20 10 265
E5.6  Ni*t 10 4 20 10 265
E5.7  Zn?t 10 3 20 10 265

pH-Wert: 7,2 - 7,3 (Ausnahme: pH-Wert der Zn**-Lésung: 7,15)
Osmolalitéit [mosmol - kg™ ']: 321-328

Tabelle 5.6: Monovalentfreie 60 mM Losungen E6

Nr Ton X NMDG* Cl™ HEPES Mannit

[mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E6.1  Ba’t 60 4 120 10 157
E6.2 Mgg‘Ir 60 4 120 10 143
E6.3 Mn?2* 60 4 120 10 148
pH-Wert: 7,2

Osmolalitét [mosmol - kg™ ']: 324-328

Tabelle 5.7: Monovalentfreie 120 mM Lo6sungen E7

Nr Ton X NMDG™T CI™ HEPES Mannit
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM]

E7.1  Ca’t 113-120 4 226-240  9-10 -

E7.2  Sr*t 120 5 240 10 -

E7.3  Ba?t 120 4 240 10 -

E7.4  Mg*t 112 3 223 9 -

E7.5  Mn?T 120 5 241 10 -
pH-Wert: 7,2

Osmolalitéit [mosmol - kg™ ']: 318-329
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Intrazellulare Losungen

Tabelle 5.8: Intrazellulire Losungen

Nr Cs* Asp™ Cl™ EGTA EDTA BAPTA ATP HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]

11 165-173 100 45-46 10 - - - 0-3

12 187-189 80 45 - 5 10 4 (Na) 10 -

I3 189-192 80 45 - 5 10 4 (Tris) 10 -

pH-Wert: 7,2-7.3
Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 303-309

Stocklosungen

Pregnenolonsulfat wurde in Wasser gelost (Stocklosung: 3,5 mM). Die Ionenkonzentra-
tionen der 10,5 uM und 35 uM Pregnenolonsulfat-haltigen Losungen lagen aufgrunddessen
um 0,3% und 1% niedriger als angegeben.

5.3.2 Methoden

Die nachfolgend gezeigten tight-seal, whole-cell Patch-clamp-Messungen wurden, wie in
Kapitel [3] Abschnitt [3.2] beschrieben, durchgefiihrt.

EXPERIMENTELLE DURCHFUHRUNG

Bestimmung der relativen Permeabilitaten

Zur Bestimmung der relativen Permeabilitdten der monovalenten Kationen wurden diva-
lentfreie Losungen (Tabelle - Tabelle und zur Bestimmung der relativen Permea-
bilititen der divalenten Kationen monovalentfreie Losungen (Tabelle [5.4] - Tabelle
eingesetzt. Zur Bestimmung der relativen Permeabilitdten in Anwesenheit von Pregneno-
lonsulfat wurden den divalentfreien Losungen 35 uM und den monovalentfreien Losungen
mit Ausnahme der 60 mM Ba?"-Losung 10,5 uM Pregnenolonsulfat zugesetzt (60 mM
Ba?*-Losung: 35 uM Pregnenolonsulfat). Die Applikation der mono- und divalentfreien
Losungen erfolgte wihrend des Experimentes fiir jeweils 10-20 Sekunden. Als intrazellu-
lire Losung wurde in diesen Experimenten eine der divalentfreien, Cs™-haltigen Losungen
(Losung I1-13) eingesetzt. Die Umkehrpotentiale wurden nach Abschluss des Experimen-
tes aus den auf die applizierten Spannungen gemessenen Stromantworten extrahiert und
um die Potentialdifferenz zwischen Standardbadlosung (Losung E1) und der jeweiligen

intrazellularen Losung (Losung 11-13) korrigiert (englisch ,Liquid junction potential“). Zu-
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sétzlich wurde noch das Umkehrpotential des Differenzstromes (Iyjono mit PS - Iyono 0hne
PS bzw. Ip;, mit PS - Ip;, ohne PS, im folgenden abgekiirzt mit APS) bestimmt, um eine
Aussage iiber die Umkehrpotentiale unter ausschliefslich Pregnenolonsulfat-stimulierten
Bedingungen machen zu kénnen. Dieses wurde ebenfalls um die Potentialdifferenz zwi-
schen Standardbadlésung (Losung E1) und der jeweiligen intrazelluldren Losung (Losung
I1-13) korrigiert. Anschliefend wurden die relativen Permeabilitéten der monovalenten
und divalenten Kationen gegeniiber Cs™ aus den ermittelten Umkehrpotentialen unter
Verwendung der Goldman-Hodgkin-Katz (GHK)-Spannungsgleichung bestimmt. Hierbei
handelt es sich eine erweiterte Fassung der Nernst “schen Gleichung, die eine unabhéngige
Permeation der Ionen durch die Ionenkanéle in der Membran annimmt.

Relative Permeabilitdt monovalenter Kationen [69]:

Puono  [CsT] Bieyr

= . 5.1
Pegr [Mono] " (5.1)

Relative Permeabilitét divalenter Kationen [69]:

, -
P i () 62
[Mono| und [Div] stehen fiir die eingesetzten Konzentrationen der extrazelluldren, mono-
valenten und divalenten Kationen in mmol/l und [Cs™] fiir die eingesetzte, intrazelluldre
Cs™-Konzentration in mmol/l. E,., bezeichnet das ermittelte bi-ionische Umkehrpoten-
tial in Volt, F die Faraday Konstante (96485 C - mol™'), R die allgemeine Gaskonstante
(8,3145 J -mol ' - K1) und T die absolute Temperatur in Kelvin.

Abschiatzung des Porendurchmessers

Zur Abschétzung des Porendurchmessers wurden die relativen Permeabilitdten der quar-
tdren Ammoniumverbindungen unterschiedlicher Grofse herangezogen. Diese wurden ge-
gen die entsprechenden Molekiilgrofen der quartdren Ammoniumverbindungen aufgetra-
gen. Durch die so erhaltenen Datenpunkte wurde anschliefsend unter Verwendung der
Volumenausschluss-Gleichung (inklusive Kompensation des Reibungswiderstandes [36])
eine Kurve gefittet. Der Fit erfolgte mit GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, USA).

PCS+ a

d

a steht hierbei fir den Durchmesser der quartdren Ammoniumverbindung, d fiir den zu

Ix k<1 “)2 (5.3)

ermittelnden Durchmesser der Pore und £ fiir eine Konstante.
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Abb. 5.1: Bestimmung der bi-ionischen Umkehrpotentiale der quartiren Am-
moniumverbindungen fiir TRPM3a2 (A) Strom einer TRPM3a2 exprimierenden
HEK?293-Zelle bei —80 und +80 mV wihrend der Applikation einer Monomethylammonium-
(MMA™), Trimethylammonium- (TrMA™) und N-Methyl-D-Glucamin- (NMDG™) Losung in An-
wesenheit von 35 uM Pregnenolonsulfat (PS) sowie die entsprechenden gemittelten bi-ionischen
Umkehrpotentiale fiir n = 8 Zellen. (B) Strom-Spannungsbeziehung wéhrend der Applikation der
MMA™-, TrMA™- und NMDGT-Lésung. (C) Strom einer TRPM3a2 exprimierenden HEK293-
Zelle bei —80 und +80 mV wihrend der Applikation einer MMAT-Losung in Ab- und Anwe-
senheit von 35 uM Pregnenolonsulfat sowie die entsprechenden bi-ionische Umkehrpotentiale fiir
n = 8 Zellen. (D) Strom-Spannungsbeziehung wihrend der Applikation der (MMA™)-Losung
in Ab- und Anwesenheit von Pregnenolonsulfat. Das rechte Achsenkreuz zeigt dieselben Da-
ten vergrofert. (E) Statistischer Vergleich der bi-ionischen Umkehrpotential einer 4 und 14 mM
NMDG *-haltigen MMAT-Losung sowie einer 4 und 14 mM NMDG-haltigen TrMA*-Losung
(n = 7). Ermittlung der Signifikanzen unter Verwendung eines zweiseitigen, ungepaarten T-Tests
nach Student.

5.4 FErgebnisse

Abschitzung des Porendurchmessers von TRPM3a2
Zur Abschétzung des Porendurchmessers von TRPM3a2 wurden zunéchst sowohl in Ab-

wesenheit als auch in Anwesenheit des Agonisten Pregnenolonsulfat die bi-ionischen Um-
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kehrpotentiale von N-Methyl-D-Glucamin (NMDG™: @ = 6,8 A) und den nachfolgend
aufgefithrten quartiren Ammoniumverbindungen bestimmt: Ammonium (NH,™: @ = 3,4
A), Monomethylammonium (MMA*: @ = 3,6 A), Dimethylammonium (DMA™: @ =
4,6 A), Trimethylammonium (TrMA™: @ = 5,2 A), Tetramethylammonium (TeMA™: @
— 5,8 A) [190]. In Anwesenheit des Agonisten Pregnenolonsulfat konnte hierbei mit zu-
nehmender Molekiilgrofie neben der Abnahme der Einwértsstrome auch eine Abnahme
der bi-ionischen Umkehrpotentiale beobachtet werden (Abbildung und B). In Ge-
genwart von NMDG™T war kein signifikanter Einwirtsstrom mehr messbar. Auch das
Umkehrpotential von NMDG™ lag mit —95 mV bei sehr negativen Spannungen (Ab-
bildung und B). Abbildung zeigt zusammenfassend die fiir die eingesetzten
quartdren Ammoniumverbindungen erhaltenen bi-ionischen Umkehrpotentiale in Anwe-
senheit des Agonisten Pregnenolonsulfat. Zwischen den Umkehrpotentialen, die mit der 4
mM NMDG ™-haltigen und der 14 mM NMDG*-haltigen Monomethylammonium-Ldsung
bzw. Trimethylammonium-Losung bestimmt wurden, waren keine signifikanten Unter-
schiede feststellbar (Abbildung ) Folglich beeinflusste das in diesen Losungen ent-
haltene NMDG™ die Umkehrpotentiale nicht. Auch in Abwesenheit des Agonisten Preg-
nenolonsulfat konnte mit zunehmender Molekiilgrofe eine Abnahme der bi-ionischen Um-
kehrpotentiale beobachtet werden (Abbildung [5.2A). Signifikante Unterschiede zwischen
den bi-ionischen Umkehrpotentialen in An- und Abwesenheit des Agonisten Pregneno-
lonsulfat wurden bei MMA™, DMA™, TeMA™' und NMDG™ festgestellt. Ein signifikanter
Unterschied zwischen den bi-ionischen Umkehrpotentialen in Anwesenheit des Agonis-
ten Pregnenolonsulfat und den Umkehrpotentialen der entsprechenden Differenzstréme
(Infono Mit PS - Tyono ohne PS), war nur bei MMA™ und NMDG™ nachweisbar (Abbil-
dung [5.2A).

Aus den ermittelten bi-ionischen Umkehrpotentialen wurden anschliefend die relativen
Permeabilititen gegeniiber Cs™ bestimmt. Auch hier konnte mit zunehmender Molekiil-
grofe eine Abnahme der relativen Permeabilitéiten festgestellt werden (Abbildung [5.2)).
Nach Auftragung der relativen Permeabilitdten gegen die entsprechenden Molekiilgrofien,
konnten durch die so erhaltenen Datenpunkte unter Verwendung der Volumenausschluss-
Gleichung (inklusive Kompensation des Reibungswiderstandes) Kurven gefittet werden
(Abbildung ) Der Fit lieferte einen TRPM3a2-Porendurchmesser von 7,12 A (95%
Konfidenzintervall: 5,66-8,58; im folgenden mit KI abgekiirzt) fiir die Datenpunkte in
Anwesenheit von Pregnenolonsulfat, von 7,45 A (KI: 5,14-9,76) fiir die Datenpunkte in
Abwesenheit von Pregnenolonsulfat und von 7,05A (KI: 6,54-7,56) fiir die Datenpunkte
der Differenzstrome. Die Unterschiede zwischen den aus den Fits erhaltenen TRPM3a2-
Porendurchmessern ergeben sich aus den unterschiedlichen fiir TeMA™ und NMDG™ er-

mittelten bi-ionischen Umkehrpotentialen, deren Bestimmung, insbesondere in Abwesen-
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Abb. 5.2: Abschatzung des Porendurchmessers von TRPM3a2 (A) Zusammen-
fassung der aus den TRPM3a2-Stromantworten ermittelten bi-ionischen Umkehrpotentiale der
quartdren Ammoniumverbindungen (+PS, —PS, APS) (n > 8). (B) Zusammenfassung der aus
den bi-ionischen Umkehrpotentialen aus (A) berechneten relativen Permeabilitéiten (+PS, —PS,
APS) (n > 8). Signifikanzen: +PS zu —PS, +PS zu APS, ermittelt mit Hilfe eines zweiseitigen,
gepaarten T-Tests nach Student. (C) Abschitzung des TRPM3a2-Porendurchmessers mit Hil-
fe der Volumenausschluss-Gleichung. Die Abschétzungen lieferten TRPM3a2-Porendurchmesser
von 7,12 A (+PS), 7,45 A (=PS) und 7,05 A (APS) (n > 8).

heit von Pregnenolonsulfat aufgrund der flachen Stromverlaufe, der geringen Stromgréfsen
und dem damit verbundenen erhohten Rauschen, Schwierigkeiten bereitete. Der Poren-

durchmesser scheint sich in Anbetracht der ermittelten 95% Konfidenzintervalle folglich
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in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat nicht bzw. nur geringfiigig von dem in Abwesenheit

von Pregneolonsulfat zu unterscheiden.

Permeabilitit divalenter Kationen durch TRPM3al und TRPM3a2

Die TRPM3a2-Spleifsvariante weist im Gegensatz zur TRPM3a1-Spleifivariante eine deut-
lich hohere Permeabilitit fiir die beiden divalenten Kationen Ca?'t und Mg?* als fiir die
monovalenten Kationen Na™ und K* auf [129]. Im folgenden wurde gepriift, ob sie ne-
ben Ca*" und Mg®" auch noch fiir weitere divalente Kationen (Ba®', Sr**, Mn*", Zn**
und Ni*") permeabel ist. Auch die TRPM3a1-Spleifivariante wurde auf die Permeabilitéit
dieser divalenten Kationen hin untersucht. FEingesetzt wurden hierbei sowohl 10 mM als
auch 120 mM Losungen der entsprechenden divalenten Kationen. Fiir die Patch-clamp-
Messungen mit den 120 mM Losungen wurden anstelle der bisher immer verwendeten
transient transfizierten TRPM3a2- und TRPM3al-Zellen stabil transfizierte Zellen ver-
wendet.

Abbildung [5.3]A, B und Abbildung [5.3[C, D zeigen die Stromgrofen der TRPM3a2- und
TRPM3al-Einwirtsstrome, die mit den 10 mM und 120 mM Ca?*-, Sr?*- und Ba?*-
Losungen erreicht wurden. Wahrend in den TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zellen bei
Applikation der 10 mM und 120 mM Lésungen eine Zunahme des Einwartsstromes gegen-
iiber der Standardbadlésung beobachtet wurde, war in den entsprechenden TRPM3al
exprimierenden HEK293-Zellen eine Abnahme des Einwéartsstromes feststellbar. Bei Aus-
wertung der Ca®*-, Sr**- und Ba®"-Umkehrpotentiale war ausgehend von dem Umkehr-
potential unter Standardbadlésungsbedingungen bei TRPM3a2 eine Verschiebung des
Umkehrpotentials zu positiveren Potentialen und bei TRPM3al eine Verschiebung des
Umkehrpotentiales zu negativeren Potentialen beobachtbar. Diese Ergebnisse zeigen, dass
TRPM3a2 eine hohe und TRPM3al nur eine geringe Permeabilitét fiir die divalenten
Kationen Ca’*", Sr*" und Ba?" besitzt.

Abbildung und Abbildung zeigen zusammenfassend die mit den 10 mM (n >
7) und 120 mM (n > 5) Losungen erzielten Stromgrofen der TRPM3a2- und TRPM3al-
Einwértsstrome. Signifikante TRPM3a2-Einwirtsstrome waren in TRPM3a2 transfizier-
ten HEK293-Zellen gegeniiber nicht transfizierten HEK293-Zellen bei Applikation al-
ler eingesetzten 10 mM und 120 mM Losungen nachweisbar. Zusétzlich wurde in den
TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zellen bei Applikation der 120 mM Losungen noch
eine Verschiebung des Umkehrpotentials zu positiveren Potentialen beobachtet (Abbil-
dung ) Infolgedessen scheint TRPM3a2 fiir alle hier getesteten divalenten Kationen
permeabel zu sein, allerdings in einem unterschiedlichen Mafte. Anhand der Stromgrofse
der TRPM3a2-Einwartsstrome konnte fiir die divalenten Kationen folgende Permeations-
reihenfolge festgehalten werden: Ca*" > Mn*" > Zn** > Mg®" > Sr*" > Ni*t > Ba*".
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Abb. 5.3: Permeabilitit divalenter Kationen durch TRPM3al und TRPM3a2
(A,B,D,E) Strome einer TRPM3a2 (A,D) und einer TRPM3al (B,E) exprimierenden HEK293-
Zelle bei —80 und +80 mV withrend der Applikation einer 10 (A,B) und 120 mM (D,E) Ca?"-,
Sr?*- und Ba?*-Losung sowie die mit der 120 mM Ca?*-, Sr?>- und Ba?*-Losung erhaltenen
Umkehrpotentiale. (C,F) Zusammenfassung der mit den 10 (C) und 120 mM (F) divalenten Lo-
sungen erhaltenen TRPM3a2-, TRPM3al- und Kontroll-Stromantworten bei —80 mV. (G,H,I)
Zusammenfassung der mit den 120 mM divalenten Losungen erhaltenen Umkehrpotentiale von
TRPM3a2-, TRPM3al- und nicht-transfizierten Kontrollzellen. Die Basis der Balken entspre-
chen den Umkehrpotentialen der Standardbadlésung in den TRPM3a2-, TRPM3al- und Kon-
trollzellen ( Signifikanzen: * TRPM3a2, TRPM3al zu Kontrolle; # TRPM3al zu TRPM3a2,
ermittelt mit Hilfe eines zweiseitigen, ungepaarten T-Tests nach Student).

Signifikante TRPM3al-Einwértsstrome waren in TRPM3a1 transfizierten HEK293-Zellen
gegeniiber nicht transfizierten HEK293-Zellen bei Applikation der 10 mM Mn*"- und

66



PERMEABILITAT UND SELEKTIVITAT VON TRPM3

Zn*T-Losung und bei Applikation der 120 mM Ca?*-, Mn*"-, Mg**- und Ba®'-Losung
nachweisbar. Im Gegensatz zu den TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zellen war in den
TRPM3al exprimierenden HEK293-Zellen bei Applikation der 120 mM Loésungen aller-
dings eine Verschiebung des Umkehrpotentials zu negativeren Potentialen feststellbar (Ab-
bildung [5.3H). Auch waren die Einwértsstrome und Umkehrpotentiale in den TRPM3al
exprimierenden HEK293-Zellen im Vergleich zu denen der TRPM3a2 exprimierenden
HEK?293-Zellen signifikant niedriger. Folglich zeigt auch TRPM3al eine Permeabilitét
fiir divalente Kationen, allerdings eine deutlich geringere als TRPM3a2.

Eine Hemmung der Cs'-getragenen TRPM3a2- und TRPM3a1-Auswirtsstrome, wie sie
bereits fiir Ca®" und Mg*" beschrieben wurde [129], wurde auch hier sowohl in den
TRPM3a2 als auch in den TRPM3al exprimierenden HEK293-Zellen fiir alle eingesetzten
divalenten Kationen beobachtet (Abbildungen [5.3A-D).

Vergleich der Permeabilitit mono- und divalenter Kationen durch TRPM3a2
in Ab- und Anwesenheit von Pregnenolonsulfat

Im folgenden wurden die relativen Permeabilitdten mono- und divalenter Kationen durch
TRPM3a2 in Ab- und Anwesenheit des TRPM3a2-Agonisten Pregnenolonsulfat mitein-
ander verglichen. Unterschiede in den relativen Permeabilitdten sowie Unterschiede in den
anhand der Stromgroéfe und der Umkehrpotentiale ermittelten Rangfolgen in Abwesenheit
und in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat waren hierbei von Interesse, da sie auf eine
mogliche Konformationsanderung von TRPM3a2 nach Bindung von Pregnenolonsulfat
und eine mogliche Veréinderung von dessen Poreneigenschaften hindeuten.

Um die relativen Permeabilitéten der mono- und divalenten Kationen in Ab- und Anwesen-
heit direkt miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die jeweiligen Losungen der mono-
und divalenten Kationen mit und ohne Zusatz von Pregnenolonsulfat immer gleichzeitig
vermessen. Der Verlauf einer solchen Messung ist in Abbildung und B fiir divalente
Kationen am Beispiel von Ca®* und in Abbildung und E fiir monovalente Kationen
am Beispiel von Li* gezeigt. Abbildung und Abbildung fassen die mit den
mono- und divalenten Losungen erzielten Stromgrofen der TRPM3a2-Einwértsstrome
in Anwesenheit und in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat zusammen. Die TRPM3a2-
Einwartsstrome waren fiir alle hier eingesetzten mono- und divalenten Kationen in Anwe-
senheit von Pregnenolonsulfat signifikant groffer als in Abwesenheit von Pregnenolonsul-
fat. Unterschiede in der Rangfolge der Groke der Einwiirtsstrome in Abwesenheit ( Cst >
K* > Li" > Na® bzw. Ca®" > Mn*" > Zn*t > Mg®" > Ni*" > Ba*") und in Anwesen-
heit (Cs** > K* > Lit > Na* bzw. Ca®" > Mn?t > Zn*" > Mg*" > Ni** > Ba®") von
Pregnenolonsulfat waren jedoch nicht feststellbar.

Abbildung und Abbildung zeigen zusammenfassend die aus den bi-ionischen
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Abb. 5.4: Vergleich der Permeabilitit mono- und divalenter Kationen durch
TRPM3a2 in Ab- und Anwesenheit von Pregnenolonsulfat (A,D) Strom einer
TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zelle bei —80 und 480 mV wéhrend der Applikation einer
10 mM Ca?"-Losung mit und ohne Zusatz von 10,5 uM Pregnenolonsulfat (PS) (A) bzw. der
Applikation einer 145 mM LiT-Losung mit und ohne Zusatz von 35 uM Pregnenolonsulfat (D)
sowie die entsprechenden gemittelten Umkehrpotentiale fiir n = 7 bzw. n = 8 Zellen. (B,E) Strom-
Spannungsbezichung vor und withrend der Applikation der 10 mM Ca®"-Lésung (B) bzw. der
145 mM Lit-Losung (E) mit und ohne Zusatz von Pregnenolonsulfat. Einsitze: VergréRerung
der Strom-Spannungsbeziehungen im Bereich der Umkehrpotentiale. (C,F) Zusammenfassung
der Stromantworten divalenter (n > 7) (C) und monovalenter (n > 6) Kationen (F) mit und
ohne Zusatz von Pregnenolonsulfat.

Umkehrpotentialen bestimmten relativen Permeabilitdten der mono- und divalenten Kat-
ionen in Abwesenheit und in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat. Die ermittelten relativen
Permeabilitdten der monovalenten Kationen (-PS: Pyono/Pcs = 0,7-1,0; +PS: Pyiono/Pos
= 0,8-1,0) waren hierbei im Vergleich zu denen der divalenten Kationen (-PS: Pp;,/Pcs =
2,1-9,1, +PS: Ppiy/Pos = 4,4-12,8) deutlich kleiner. Auch unterschieden sie sich im Ge-
gensatz zu den relativen Permeabilitdten der divalenten Kationen nur geringfiigig vonein-

ander. Die fiir die divalenten Kationen anhand der relativen Permeabilitaten aufstellbaren
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Abb. 5.5: Zusammenfassung der relativen Permeabilititen mono- und di-
valenter Kationen Zusammenfassung der aus den bi-ionischen Umkehrpotentialen der
Pregnenolonsulfat-induzierten TRPM3a2-Stromantworten (A), der konstitutiven TRPM3a2-
Stromantworten (B) bzw. der Differenz-Stromantworten (C) ermittelten relativen Permeabilité-
ten mono- und divalenter Kationen (n > 6). Signifikanzen: ermittelt mit Hilfe eines zweiseitigen,
gepaarten T-Tests: (*: +PS zu —PS, +PS zu APS) bzw. ungepaarten T-Tests (#) nach Student.

Permeationsreihenfolgen (-PS: 10 mM: Mn** ~ Ca*" ~ Zn*'* > Mg®" > Ni*t > Ba®",
+PS: 10 mM: Ni*t ~ Mg?" ~ Mn®* ~ Ca’" ~ Zn*" > Ba®") unterschieden sich mit
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Ausnahme von Ni*" nicht von den oben anhand der Stromgrofen der Einwirtsstrome
aufgestellten Rangfolgen in Ab- und Anwesenheit von Pregnenolonsulfat. Unterschiede
zwischen den Rangfolgen in Ab- und Anwesenheit von Pregnenolonsulfat waren mit Aus-
nahme von Ni*™ auch nicht feststellbar. Zwischen den relativen Permeabilititen, die mit
niedrigeren bzw. héheren Konzentrationen des entsprechenden divalenten Kations be-
stimmt wurden, waren in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat mit Ausnahme von Mg®"
(2 mM, 60 mM) und in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat mit Ausnahme von Ca*" (2
mM, 10 mM) keine signifikanten Unterschiede feststellbar. Beim direkten Vergleich der
relativen Permeabilitdten der entsprechenden mono- und divalenten Kationen in Abwe-
senheit und in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat zeigte sich jedoch, dass die relativen
Permeabilititen der monovalenten Kationen mit Ausnahme von Cs®, K™ und Na' und
der divalenten Kationen mit Ausnahme von 2 mM Ca®" und 60 mM Mn*" in Abwesenheit
von Pregnenolonsulfat signifikant kleiner waren als die entsprechenden relativen Permea-
bilitdten der mono- und divalenten Kationen in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat. Die
aus den bi-ionischen Umkehrpotentialen der Differenzstrome bestimmten relativen Per-
meabilitdten der mono- und divalenten Kationen unterschieden sich mit Ausnahme von
K*, 2 mM Ca*" und Mg*" sowie 10 mM Ba*" und Mn** ebenfalls signifikant von den
relativen Permeabilitdten der entsprechenden mono- und divalenten Kationen in Anwe-
senheit von Pregnenolonsulfat (Abbildung [5.5)C).

Da die hier beobachteten Unterschiede vermutlich zum gréfsten Teil auf experimentelle
Unzulédnglichkeiten zuriickzufiihren sind, scheinen sich die Eigenschaften des Selektivi-
téatsfilters von TRPM3a2 folglich in Anwesenheit des Agonisten Pregnenolonsulfat nicht

oder nur geringfiigig zu édndern.

5.5 Diskussion

Um einen Einblick in die Poreneigenschaften von TRPM3a2 zu erhalten, wurden in diesem
Kapitel zum einen der Porendurchmesser und zum anderen die Permeations- und Selek-
tivitatseigenschaften von TRPM3a2 bestimmt. Dies wurde mittels Messung der Strom-
grofe der Einwértsstrome und der Bestimmung der Umkehrpotentiale unter ausschliefs-
lich bi-ionischen Bedingungen erreicht. Die Bestimmung der Umkehrpotentiale gestaltete
sich jedoch insbesondere in Abwesenheit des Agonisten Pregnenolonsulfat als schwierig,
da die Stromgrofen der nicht Pregnenolonsulfat-induzierten Stréme nur sehr klein und
die Stromverldufe im Bereich der Umkehrpotentiale nur sehr flach waren. Infolgedessen
zeigen die ermittelten bi-ionischen Umkehrpotentiale insbesondere in Abwesenheit des

Agonisten Pregnenolonsulfat eine deutliche Abhéngigkeit von der Stromgrofe (siehe un-
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ten). Weiterhin kann auch eine Beeintrachtigung des Umkehrpotentials durch endogene
in HEK293-Zellen vorkommende Strome wie beispielsweise Ca?"-aktivierte K- und Cl™-
Strome sowie den sogenannten MIC- (=, Magnesium Inhibited Current“) bzw. MagNuM-
(= ,Magnesium Nucleotide regulated Metal current”) Strom nicht ausgeschlossen werden.
Eine Aktivierung des MIC- bzw. MagNuM-Stromes war jedoch insbesondere aufgrund
der hier verwendeten Mg*"-freien, intrazelluliren Losung zu erwarten. Um den Einfluss
des MIC- bzw. MagNuM-Stromes auf die Patch-clamp-Messungen moglichst gering zu
halten, wurden die Patch-Clamp-Messungen immer moglichst kurz gehalten, d.h. in der
Regel 90-120 Sekunden nach Ubergang in die whole-cell-Konfiguration beendet. Da der
endogene MIC- bzw. MagNuM-Strom im Gegensatz zum TRPM3a2-Strom erst nach ca.
90-100 Sekunden aktiviert und die halbmaximale Aktivierung erst nach 220 Sekunden er-
reicht [6], sollte innerhalb dieses gewéhlten Zeitfensters dessen Einfluss auf die TRPM3a:2-
Messungen noch gering sein. Aufserdem wurden parallel zu den TRPM3a2-exprimierenden
Zellen meist immer Kontrollzellen unter identischen Messbedingungen vermessen. Auch
die in Gegenwart sehr hoher Konzentrationen an divalenten Kationen beobachtete Inakti-
vierung der TRPM3a2-Kanile, insbesondere bei Applikation der Ca®"-haltigen Losungen,
konnte zu Verschiebungen des Umkehrpotentials gefiihrt haben. Die unterschiedlich hohen
Konzentrationen der divalenten Kationen (2 mM, 10 mM und 60 mM) und des Agonisten
Pregnenolonsulfat (10,5 M und 35 M) iibten dagegen keinen Effekt auf das Umkehr-
potential aus. Mit Ausnahme der 2 mM und 10 mM Ca®"-Losung in Anwesenheit von
Pregnenolonsulfat und der 2 mM und 60 mM Mn*"-Lésung in Abwesenheit von Preg-
nenolonsulfat waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit unterschiedlichen
Konzentrationen an divalenten Kationen ermittelten Umkehrpotentialen feststellbar. Die
Abweichungen bei den unterschiedlichen Ca**-Konzentrationen wurden vermutlich von
den oben genannten Faktoren (Aktivierung Ca®"-aktivierter, endogener Kanile, Ca*"-
abhéngige Inaktivierung) verursacht. Kein signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen
den Umkehrpotentialen der 10 mM Ba*"-Lésung unter Zusatz von 10,5 uM Pregnenolon-
sulfat und der 60 mM Ba®"-Losung unter Zusatz von 35 uM Pregnenolonsulfat.

Die im ersten Teil des Kapitels mit Hilfe von quartdren Ammoniumverbindungen unter-
schiedlicher Grofe durchgefiihrte Abschétzung des Porendurchmessers von TRPM3a2 lie-
ferte einen Porendurchmesser von 7,12 A (95% KI: 5,66-8,58) in Anwesenheit und 7,45 A
(95% KI: 5,14-9,76) in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat sowie einen Porendurchmesser
von 7,05 A (95% KI: 6,54-7,56) unter ausschlieflich Pregnenolonsulfat-induzierten Be-
dingungen. Der Unterschied zwischen den ermittelten Porendurchmessern ist vermutlich
auf die oben erwdhnten und unten beschriebenen Schwierigkeiten bei der Bestimmung
der bi-ionischen Umkehrpotentiale von TeMA™ und NMDG™ zuriickzufiihren. Insbeson-
dere der flache Stromverlauf im Bereich des TeMA - und NMDG "-Umkehrpotentials und
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die geringen Stromgréfen der TeMA - und NMDG " -getragenen TRPM3a2-Stréme sowie
das damit verbundene, erhohte Rauschen erschwerten in Abwesenheit von Pregnenolon-
sulfat eine korrekte Bestimmung der bi-ionischen Umkehrpotentiale. Auch war bei diesen
beiden quartdren Ammoniumverbindungen eine deutliche Abhéngigkeit des bi-ionischen
Umkehrpotentials von der Stromgrofe beobachtbar (Abbildung .

Der sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat abgeschétz-
te Porendurchmesser von TRPM3a2 liegt mit 7,05-7,45 A deutlich {iber den ermittelten
Porendurchmessern der spannungsabhingigen Ca*"-Kanile (L-Typ: 6,2 A, T-Typ: 5,1 A
[16]) sowie des TRPV6-Kanals (5,4 A [I88]). Im Gegensatz zu TRPV6 scheint TRPV1
dagegen einen etwas groferen Porendurchmesser als TRPM3a2 aufzuweisen, da er im ak-
tivierten Zustand im Gegensatz zu TRPM3a2 selbst fiir NMDG™ (6,8 A) noch permeabel
ist [68]. TRPV1 stellt wie TRPM3a2 einen unselektiven Kationenkanal dar, der ebenfalls
eine deutlich hohere Permeabilitat fiir divalente Kationen als fiir monovalente Kationen
zeigt (Pca:Pna = 10 [18]). Die Porendurchmesser von TRPV5 und TRPM6 liegen mit
7.5 A und 11,5 A ebenfalls iiber dem hier ermittelten Porendurchmesser von TRPM3a2
[179, 205]. Da der Porendurchmesser von TRPM6 mit 11,5 A allerdings nahezu doppelt so
grofs ist wie die der spannungsabhéingigen Ca?"-Kanéle und auf eine riesige Pore hindeu-
tet, ist fraglich, ob nicht auch hier bei der Bestimmung der bi-ionischen Umkehrpotentiale
Schwierigkeiten aufgetreten sind. Eine Abhéngigkeit des bi-ionischen Umkehrpotentials
von der Stromgrofe, wie sie hier fir TeMAT und NMDG™ gezeigt wurde, wurden dort
als mogliche Fehlerquellen nicht in Erwédgung gezogen. Da fiir TRPM6 bislang auch noch
kein spezifischer Agonist zur Verfiigung steht, wurden die bi-ionischen Umkehrpotentiale
dort auch nur unter nicht Agonist-stimulierten Bedingungen bestimmt. Von den iibrigen
Mitgliedern der TRP-Proteinfamilie liegen bisweilen noch keine Daten zum Porendurch-
messer vor, sodass keine weiteren Vergleiche mdoglich sind.

Bei der im zweiten Teil dieses Kapitels durchgefithrten Untersuchung der Permeations-
und Selektivitatseigenschaften von TRPM3a2 zeigte sich sowohl bei der Auswertung der
Stromgrofsen der Einwértsstrome als auch bei der Auswertung der Umkehrpotentiale und
der relativen Permeabilititen gegeniiber Cs™, dass TRPM3a2 neben Ca*"™ und Mg®"
[129] noch fiir zahlreiche weitere divalente Kationen (Ca*", Sr**, Ba*", Mg*", Mn*",
Ni**| Zn®") permeabel ist. Anhand der Stromgréfe der Einwirtsstrome und der Um-
kehrpotentiale konnte fiir TRPM3a2 folgende Permeationsreihenfolge aufgestellt wer-
den: Ca*™ > Mn?" > Zn*" > Mg*" > Sr*" > Ni** > Ba®'. Die ermittelte Per-
meationsreihenfolge scheint hierbei unabhéngig von der Konzentration des jeweiligen
divalenten Kations zu sein, da sie sich zwischen den 10 mM und 120 mM Losungen
nicht unterschied. Neben divalenten Kationen zeigte TRPM3a2 auch eine Permeabili-

tit gegeniiber monovalenten Kationen (Li*, Na®, K*, Cs*). Anhand der Stromgrife
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Abb. 5.6: Abhangigkeit des bi-ionischen Umkehrpotentials von der Stromgrofie
bei ausgewédhlten quartaren Ammoniumverbindungen Abhéngigkeit des Umkehrpo-
tentials von (A) MMA™ (B) A" (C) NMDG™ und (D) TeMA™ von der Stromgroke bei —80 mV
in Ab- und in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat (PS). Gerade: linearer Fit durch die Daten-
punkte; Stern: Mittelwert der Datenpunkte.

der Einwartsstrome konnte fiir diese folgende Permeationsreihenfolge festgehalten wer-
den: Cs* > K* > Li* > Na® (Eisenman-Sequenz X). Die relativen Permeabilititen der
monovalenten Kationen gegeniiber Cs' waren im Vergleich zu den relativen Permeabilité-
ten der divalenten Kationen gegeniiber Cs* deutlich kleiner. Auch unterschieden sie sich
im Gegensatz zu den relativen Permeabilitdten der divalenten Kationen nur geringfiigig
voneinander. Die unterschiedliche Stromgréfie der Einwértsstrome von Lit, Nat, KT und
Cs™ (Cst > K* > Li* > Na') und die hier ermittelten nahezu gleichen relativen Per-
meabilititen (Li" ~ Na® ~ K* ~ Cs") konnen mit unterschiedlichen Durchflussraten
durch TRPM3a2 infolge unterschiedlicher Bindungsaffinitdten zum Selektivitatsfilter er-
klirt werden. Auch die unterschiedliche Grofe der Einwértsstrome von Mn?*, Ca®™ und

Zn*t (Ca*" > Mn?" > Zn?") und die hier ermittelten nahezu gleichen relativen Permea-
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bilitdten (Mn*" ~ Ca*" ~ Zn®") koénnen darauf zuriickgefiihrt werden.

Beim direkten Vergleich der relativen Permeabilitdten in Anwesenheit und in Abwesen-
heit des TRPM3a2 Agonisten Pregnenolonsulfat konnten sowohl bei den monovalenten
als auch bei den divalenten Kationen Unterschiede festgestellt werden. Die relativen Per-
meabilititen in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat waren mit Ausnahme von Cs™, KT,
Na™, 2 mM Ca?" und 60 mM Mn %' signifikant niedriger als die relativen Permeabilité-
ten in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat. Auch eine verinderte Stellung von Ni** in der
Permeationsreihenfolge war in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat feststellbar. Aufgrund
der nachfolgend aufgefiithrten Griinde ist jedoch davon auszugehen, dass sich die Permea-
tionseigenschaften von TRPM3a2 in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat nicht wesentlich
andern, sondern die beobachteten Unterschiede eher auf die zu anfangs beschriebenen
experimentellen Schwierigkeiten bei der Bestimmung der bi-ionischen Umkehrpotentia-
le zuriickzuftihren sind. (1) zeigen die anhand der Stromgrofe der Einwértsstrome und
anhand der relativen Permeabilitdten ermittelten Permeationsreihenfolgen (Ausnahme:
relative Permeabilitit von Ni*™) keine Unterschiede und (2) ist auch keine signifikante
Erhohung der relativen Permeabilititen von Cs*, K, Na™, 2 mM Ca*" und 60 mM
Mn?* in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat feststellbar. Die in Abwesenheit von Pregne-
nolonsulfat beobachtbaren starken Abhéngigkeiten der bi-ionischen Umkehrpotentiale der
divalenten Kationen und in einen geringeren Ausmaf auch der monovalenten Kationen
von der Stromgrofe, wie Abbildung fiir verschiedene getestete mono- und divalen-
te Kationen zeigt, sprechen ebenfalls dafiir. Auch bei Ni** ist eine solche Abhingigkeit
feststellbar (Abbildung [5.7[C). Daneben konnten zusitzlich auch noch geringfiigigste Ver-
anderungen in der Aktivitdt der oben bereits erwdhnten endogenen Strome sowie die in
Gegenwart sehr hoher Konzentrationen an divalenten Kationen beobachtete Inaktivierung
der TRPM3a2-Kanéle zu Verschiebungen des Umkehrpotentials gefiihrt haben.

Eine verdnderte Permeabilitit von Ionenkanilen fiir mono- und divalente Kationen in
Anwesenheit des entsprechenden Agonisten wurde schon fiir CNG-Kanéle gezeigt. Ver-
anderungen in der cGMP-Konzentration fiihrten hier zu einer verdnderten Permeabili-
tdt von divalenten, nicht jedoch von monovalenten Kationen. Mit zunehmender cGMP-
Konzentration, d.h. mit zunehmender Offnungswahrscheinlichkeit der CNG-Kaniile, wur-
de eine zunehmende Selektivitat fiir divalente gegeniiber monovalenten Kationen beo-
bachtet. Erklart wird diese Beobachtung mit der Existenz von zwei Leitfahigkeitszustéin-
den der CNG-Kanéle, die unterschiedliche Ionenselektivitéten aufweisen [62]. Die vorlie-
genden Ergebnisse ergaben aber keinen zweifelsfreien Hinweis fiir einen solchen Verhalten
bei TRPM3a2-Kanélen.

Beim Vergleich der hier fiir TRPM3a2 ermittelten Permeations- und Selektivitétseigen-
schaften mit denen anderer TRP-Kanéle fallen Gemeinsamkeiten mit TRPM6 und TRPM7,
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Abb. 5.7: Anhangigkeit des bi-ionischen Umkehrpotentials von der Stromgrofie
bei ausgewihlten Alkali-, Erdalkali- und Ubergangsmetallen Abhingigkeit des Um-
kehrpotentials von (A) Ca®™ (B) Li™ (C) Ni*™ und (D) Na™* von der Stromgrofe bei —80 mV in
Ab- und Anwesenheit von Pregnenolonsulfat (PS). Gerade: linearer Fit durch die Datenpunkte;
Stern: Mittelwert der Datenpunkte.

zwei TRPM3 sehr nahe stehenden Ionenkanilen, ins Auge. Auch diese sind neben Ca®*
und Mg noch fiir eine Vielzahl weiterer divalenter Kationen permeabel [100, T15], 190].
Die fiir TRPM6 anhand der relativen Permeabilititen gegeniiber Nat und fiir TRPM7
anhand der Grofse der Einwartsstrome ermittelten Permeationsreihenfolgen unterscheiden
sich jedoch deutlich von der von TRPM3a2 (TRPM7: Zn** ~ Ni** > Ba’" > Co®* >
Mg*" > Mn*" > Sr** > Cd*" > Ca*' [I15]; TRPM6: Ba®t > Ni*t > Mg*" > Ca®t
[190]). Unterschiede finden sich hier insbesondere in der Permeabilitit von Ca®** und Ba®".
Wihrend TRPM3a?2 eine sehr hohe Permeabilitét fiir Ca?* und nur eine sehr geringe Per-
meabilitit fiir Ba*" aufweist, zeigen TRPM6 und TRPM?7 gegenteiliges. Einer sehr hohen
Permeabilitiit fiir Ba®" steht hier eine deutlich geringere Permeabilitiit fiir Ca®™ gegen-
iiber. Aufgrund seiner von TRPM6 und TRPM7 abweichenden Permeabilititsreihenfolge
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kann TRPM3a2 eindeutig von diesen abgegrenzt werden. Dies ist insofern von Bedeu-
tung, da die hier als Uberexpressionssystem eingesetzten HEK293-Zellen einen endogenen
Strom, auch MIC- bzw. MagNuM-Strom genannt, zeigen, der dieselben biophysikalischen
Eigenschaften wie TRPM7 aufweist und wahrscheinlich durch diesen kodiert wird.

Im Vergleich zu TRPM3a2 zeigte TRPM3al nur eine duferst geringe Permeabilitat fiir
divalente Kationen, erkennbar an der Abnahme des Einwértsstromes und der Verschie-

bung des Umkehrpotentials zu negativeren Potentialen in Gegenwart divalenter Kationen.

Die erhohte Permeabilitit von TRPM3a2 fiir divalente Kationen, insbesondere Ca®",
Mg*" und Zn*", kénnte auch von physiologischer Bedeutung sein. Alle drei divalenten
Kationen sind fiir eine Vielzahl zelluldrer Funktionen von essentieller Bedeutung.

Ca’", einer der wichtigsten intrazelluliren Botenstoffe, spielt u.a. bei folgenden zelluléren
Prozessen eine bedeutende Rolle: der Fertilization, der Proliferation, der Entwicklung, der
Differenzierung, der Kontraktion, der Sekretion, der Apoptose und der Nekrose [I1].
Aufgrund seiner Expression in der Niere wurde TRPM3 infolgedessen schon eine Rolle bei
der renalen Ca*"-Homeostase [59] und aufgrund seiner Expression im Choroiden Plexus
eine Rolle bei der zerebrospinalen Ca*"-Homeostase [129] zugeschrieben.

Die hochste Konzentration an Zn** findet sich im menschlichen Korper in den 3-Zellen
des Pankreas [207]. Zink scheint hier eine wichtige Rolle bei der Insulinspeicherung und
Insulinsekretion zu spielen. So wird Insulin in den sekretorischen Vesikeln in Form eines
kristallinen, hexameren Insulin-Zn*"-Komplexes gespeichert [40]. In kristalliner Form ist
Insulin vor den Abbau durch Proteasen geschiitzt und damit stabiler und langer speicher-
fahig. Aus den sekretorischen Vesikeln kann Insulin durch Exozytose freigesetzt werden.
Der mafsgebliche Ausléser hierfiir ist die im Blut zirkulierende Glucose, die insulinun-
abhéngig in die (-Zellen mit Hilfe des Glucosetransporters GluT2 aufgenommen und
intrazelluldr hauptséchlich {iber den Glykolyseweg metabolisiert wird. Der daraus resul-
tierende Anstieg des ATP/ADP-Verhéltnisses fiihrt zu einer Schlieffung ATP-abhéngiger
K*-Kanile in der Plasmamembran, wodurch eine Depolarisation der Zelle eingeleitet wird.
Die Depolarisation fithrt zur Offnung von spannungsabhéingigen Ca®"-Kanilen und da-
mit zu einem Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration. Die erhéhte intrazelluldre
Ca?*-Konzentration 16st schlieflich die Fusion der Insulinvesikel mit der Plasmamembran
und somit die Insulinsekretion aus. Neben Insulin wird hierbei auch Zn*" freigesetzt. Be-
reits gezeigt werden konnte, dass dieses freigesetzte Zn®T modulatorisch in diesen Vorgang
eingreifen kann, indem es die ATP-abhiingigen K*-Kanile aktiviert [7]. Aufgrund seiner
Expression in den (-Zellen des Pankreas und aufgrund seiner hohen Zn*"-Permeabilitéit
kénnte TRPM3a2 an der Wiederaufnahme des Zn** in die 3-Zellen beteiligt sein, zumal

Pregnenolonsulfat-induzierte Strome, die dieselben biophysikalischen Eigenschaften wie

76



PERMEABILITAT UND SELEKTIVITAT VON TRPM3

TRPM3a2 besafen, bereits in unserer Arbeitsgruppe in akut praparierten (3-Zellen des

Pankreas nachgewiesen werden konnten [168)].
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6 Interaktionen zwischen Kationen in der TRPM3-Pore

6.1 Zusammenfassung

Na* stellt mit einer Konzentration von 130-150 mM das hiufigste und bedeutenste Kat-
ion des Extrazellularraumes dar. Neben der Aufrechterhaltung der Funktionsfahigkeit
der Zellen sowie deren Volumen- und Osmoregulation spielt es auch noch eine bedeu-
tende Rolle bei der Informationsvermittlung der Zellen untereinander. Aufgrunddessen
wurde im ersten Teil dieses Kapitels seine Permeation durch TRPM3a2 - einen unter
physiologischen Bedingungen unselektiven, Ca®*-permeablen Kationenkanal der TRP-
Proteinfamilie - mit Hilfe der Elektrophysiologie untersucht. Gezeigt wurde, dass Na™t
deutlich geringere Ein- und Auswirtsstrome durch TRPM3a2 trigt als Cs™. Die dar-
aus abgeleitete Hypothese, dass Na™ durch verstirkte elektrostatische Wechselwirkungen
mit der TRPM3a2-Pore eine verlangsamte Permeation durch diese zeigt und infolgedes-
sen auch die Permeation weiterer mono- und divalenter Kationen durch diese behindert
(,permeante Blocker“-Hypothese), konnte durch Untersuchung des anomalen Molfrakti-
onsverhaltens zwischen Na™ und Cs™ und der Spannungsabhingigkeit der Na™-Hemmung
jedoch nicht bestéatigt werden. Ein anomales Molfraktionsverhalten sowie eine spannungs-
abhéngige Hemmung mit ,punch-through“-Effekt bei positiven Potentialen, wie sie fiir
einen permeanten Blocker erwartet wurden, waren nicht beobachtbar. Das in Gegenwart
von Na™ beobachtete starke Rauschen der TRPM3a2-Strome deutet darauf hin, dass die
geringen Na™-getragenen Ein- und Auswirtstrome moglicherweise auch auf eine verstéirk-
te Inaktivierung des TRPM3a2-Kanals in Gegenwart von Na*t zuriickzufiihren sind. Der
verstiarkten Inaktivierung, d.h. verringerten Offenzeit, konnte eine Destabilisierung des
TRPM3a2-Kanals nach Bindung von Na® zugrundeliegen. Die Bestitigung dieser Hypo-
these konnten zukiinftige Einzelkanalmessungen erbringen. Im Gegensatz zu Na™ konnte
dagegen in Gegenwart von Ca?" ein anomales Molfraktionsverhalten sowie eine span-
nungsabhéngige Hemmung mit , punch-through“-Effekt bei positiven Potentialen nachge-
wiesen werden. Der ermittelte ICso-Wert der Ca*"-Hemmung von 1,2 mM (bei —80 mV)
weist auf eine schwachaffine Ca*"-Bindungsstelle in der TRPM3a2-Pore hin. Trotz dieser
schwachaffinen Ca®"-Bindungsstelle, liegt der im zweiten Teil dieses Kapitels mit Hilfe
einer Kombination aus Patch-clamp- und Ca®"-Imaging-Technik bestimmte fraktionelle
Calciumstrom fiir TRPM3a2 unter physiologischen Bedingungen mit 24,3% im Vergleich
zu den ebenfalls bestimmten fraktionellen Calciumstromen von TRPMS8 und TRPV1 sehr
hoch. Die nach Entfernung des extrazelluliren Mg®" beobachtete Zunahme des fraktio-
nellen Calciumstromes zeigt, dass Mg®™ mit Ca’" um die Permeation durch TRPM3a:2

konkurriert und TRPM3a2 unter physiologischen Bedingungen auch Mg*™ permeabel ist.
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6.2 Einleitung

TRPM3a2 - eine der fiinf bisher identifizierten murinen TRPM3-Spleifsvarianten - bildet
einen nichtselektiven Kationenkanal, der, wie in Kapitel [4] gezeigt, sowohl durch Pregne-
nolonsulfat als auch Nifedipin aktiviert wird. Neben monovalenten Kationen ist er, wie in
Kapitel [f| gezeigt, auch noch fiir eine Vielzahl von divalenten Kationen permeabel. Um den
TRPM3a2 zugrundeliegenden Permeationsmechanismus mono- und divalenter Kationen
besser verstehen zu kénnen, wurden in diesem Kapitel die Interaktionen permeierender
Kationen untereinander sowie deren mogliche Interaktion mit dem Selektivitétsfilter in
der Pore elekrophysiologisch untersucht. Welche Aminoséduren in der mutmaflichen Po-
renregion von TRPM3a2 am Aufbau des Selektivitatsfilter beteiligt sind, wurde bislang
noch nicht aufgeklirt. Bereits gezeigt werden konnte allerdings, dass die Ca**-Selektivitit
von TRPV5 und TRPVG6 - zwei weiteren Mitgliedern der TRP-Familie - durch einen Ring
von vier Aspartatresten in der mutmaflichen Porenregion (Asp®? bei TRPV5, Asp®*!
bei TRPV6 [127, [189]) bedingt wird. Bei spannungsabhingigen Ca*"-Kanilen iiberneh-
men Glutamatreste diese Rolle [I58]. Auch bei den divalent-permeablen TRPM-Kanélen
sind vermutlich Glutamatreste fiir die Ca?*-Permeabilitit verantwortlich. Gezeigt wer-
den konnte dies mit Hilfe des Ca*"-impermeablen TRPM4-Kanals. Hier fiihrte die Sub-
stitution von Glutamin (GIn®"") durch Glutamat, der korrespondierenden Aminoséure in
den divalent-permeablen TRPM-Kaniéilen, zu einer Pore mit moderater Ca™-Permeabilitit
[126]. In Abwesenheit von divalenten Kationen sind die Ca>*-permeablen TRPM-Kanile
wie auch die spannungsabhingigen Ca®"-Kanile monovalent permeabel und zeigen grofie
monovalente Einwirtsstrome. Sowohl die spannungsabhingigen Ca’"-Kanile als auch
TRPV5 und TRPV6 zeigen hierbei zusatzlich noch ein Phanomen, das auch als anomales
Molfraktionsverhalten (englisch ,anomalous mole fraction behaviour”) bezeichnet wird. In
Gegenwart geringer Konzentrationen an divalenten Kationen ist hier zunéchst eine Ab-
nahme des Einwértsstromes beobachtbar, in Gegenwart hoherer Konzentrationen jedoch
wieder Zunahme. Erklart wird dieses Phénomen folgendermaften: Zunédchst werden die
monovalenten Einwértsstrome durch Ca®t gehemmt, da dieses aufgrund seiner erhohten
Affinitdt zum Selektivitatsfilter bevorzugt an diesen bindet. Da das an den Selektivi-
tétsfilter gebundene Ca*™ hierbei nur durch die elektrostatische Abstofung eines zweiten
divalenten, jedoch nicht eines monovalenten Kations wieder aus diesem verdréngt werden
kann, ist zunédchst eine Abnahme des Einwértsstromes beobachtbar. Eine weitere Erho-
hung der Ca®"-Konzentration fiihrt schlieflich jedoch zur Bindung eines weiteren Ca®" an
die extrazelluldare Seite der Kanalpore und infolge der auftretenden elektrostatischen Ab-
stofung zur Verdriangung des im Selektivititsfilter befindlichen Ca?* in Richtung Zytosol.

Aufgrund des verstirkt einstromenden Ca®" ist nun eine Zunahme des Einwértsstromes
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zu beobachten.

Im zweiten Teil dieses Kapitels wurde der Anteil des Gesamtstromes, der unter physio-
logischen Bedingungen durch Ca®" getragen wird, bestimmt. Dieser auch als fraktionelle
Calciumstrom bezeichnete Anteil des Gesamtstromes kann nicht aus den bereits in Ka-
pitel |5| ermittelten relativen Permeabilitdten hervorgesagt werden, da bei deren Bestim-
mung aufgrund der stark reduzierten Messbedingungen (bi-ionische Messbedingungen)
Interaktionen zwischen permeierenden Kationen nicht erfasst werden. Die Kenntnis des
fraktionellen Calciumstromes ist insofern von Bedeutung, da Ca®" eines der wichtigsten
intrazelluldren Signalmolekiile darstellt und an der Regulation zahlreicher zelluldrer Pro-
zesse beteiligt ist. Zu diesen Prozessen zéhlen u.a. die Aktivierung intrazellularer Enzy-
me, Trankriptionsfaktoren und Signaltransduktionskaskaden, aber auch die Aktivierung
und Inaktivierung von Ionenkanélen [II]. Fiir eine Vielzahl von Ionenkanéilen wurde auf-
grunddessen schon der fraktionelle Calciumstrom bestimmt. Die ermittelten fraktionellen
Calciumstrome lagen fiir NMDA-Rezeptoren zwischen 8,0-14,1%, fiir AMPA-Rezeptoren
zwischen 0,5-4,0%, fiir Kainatrezeptoren zwischen 0,2-2,0%, fiir nikotinische Acetylcholin-
Rezeptorkanale zwischen 2,5-4,7%, fiir P2X-Rezeptorkanile zwischen 2,7-15,0%, fiir CNG-
Kaniéle bei 65,0-67,0% und fiir 5HT3-Rezeptorkanéle bei 4,7% [15] 37, 38]. Auch fiir ein
Mitglied der TRP-Proteinfamilie - TRPV1 - wurde bereits der fraktionelle Calciumstrom
bestimmt. TRPV1 bildet wie TRPM3a2 einen nichtselektiven Kationenkanal aus, der ei-
ne hohere Permeabilitét fir divalente als fiir monovalente Kationen aufweist (Pc,/Pna =
10:1 [18]). Der fiir TRPV1 ermittelte fraktionelle Calciumstrom lag aber nur bei 3,5-4,3%
[38, 208]. Zudem konnte bereits fiir verschiedene Kationenkanéle gezeigt werden, dass der
fraktionelle Calciumstrom von einer Vielzahl von Faktoren wie beispielsweise der Span-
nung [37], des extrazelluliren pH-Werts [208], der extrazelluliren Ca®"-Konzentration [37]
sowie der An- und Abwesenheit weiterer mono- und divalenter Kationen [37] abhéngig ist.
Aufgrunddessen wurde auch hier noch die Abhéngigkeit des fraktionellen Calciumstromes
von der Spannung und der extrazelluliren Ca®"-Konzentration untersucht. Gezielte Ver-
anderungen der ionalen Zusammensetzung der extrazellularen Losungen ermoglichten es
auch, Finblicke in den TRPM3a2 zugrundeliegenden Permeationsmechanismus mono- und

divalenter Kationen zu gewinnen.

6.3 Materialien und Methoden
6.3.1 Materialien

Mit Ausnahme der extra- und intrazelluldren Losungen, die fiir die elektrophysiologischen

Messungen eingesetzt wurden, sind die {ibrigen in diesem Kapitel verwendeten Materia-
lien in Kapitel [3] Abschnitt aufgefiihrt.
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LOSUNGEN FUR DIE ELEKTROPHYSIOLOGIE

In allen Experimenten wurde als extrazelluldre Losung die in Tabelle [6.1] aufgefiihrte
Standardbadlésung (Losung E1) verwendet.

Zur Untersuchung der Permeation monovalenter extrazellularer Kationen durch TRPM3a2
wurden divalentfreie Losungen (Losung E11.1-E11.4), die mit Ausnahme der K™-Losung
(Losung E11.4) ausschlieflich eines der zu testenden, monovalenten Kationen enthiel-
ten, eingesetzt (Tabelle . Die K™-Losung enthielt zusitzlich noch 2 mM CsCl zur
Hemmung der endogen in HEK293-Zellen exprimierten K™-Kanile. Zur Komplexierung
moglicher im entionisierten Wasser vorkommender Spuren an divalenten Kationen war
in diesen Losungen zusétzlich noch EGTA und EDTA und zur Stabilisierung des pH-
Wertes HEPES enthalten. Die Einstellung des pH-Wertes auf pH 7,2 erfolgte mit HCI
bzw. den entsprechenden Hydroxiden der monovalenten Kationen und die Einstellung der
Osmolalitdt auf 320-330 mosmol - kg~! mit D-Glucose. Als intrazellulire Losung wurde
eine ausschlieflich Cs*-haltige Losung (Losung 13-14) verwendet (Tabelle [6.7). Zur Unter-
suchung der Permeation monovalenter intrazellularer Kationen durch TRPM3a2 wurde
Cs" in der intrazelluliren Losung (Lésung I1) durch Na¥ (Losung 12) ersetzt (Tabelle [6.6)).
Als extrazellulare Losung wurde die in Tabelle aufgefiihrte 10 mM Ca?*"-Losung (Lo-
sung E4) eingesetzt. Die Einstellung des pH-Wertes auf pH 7,2 erfolgte hier mit NMDG™,
da Ca(OH), in Wasser praktisch unloslich ist. Zur Einstellung der Osmolalitét auf 320-
330 mosmol - kg~ wurde Mannit eingesetzt, da dieses im Gegensatz zu D-Glucose den
Energiestoffwechsel der Zelle in geringerem Ausmafs beeinflusst.

Zur Untersuchung der Interaktion zwischen Na™ und Ca*" bzw. zwischen Cs* und Ca?**
wurden eine divalent- und EGTA /EDTA-freie Na™-Losung (Losung E7) und eine divalent-
und EGTA/EDTA-freie Cs*-Lésung (Lésung ES) hergestellt (Tabelle[6.4)). Beiden Lésun-
gen wurden anschliefend unterschiedliche Konzentrationen an Ca*" (0,1 mM, 0,3 mM,
0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM, 2 mM, 3,5 mM und 5 mM) in Form von CaCl, zugesetzt.

Zur Untersuchung der zwischen Cs™ und Na® auftretenden Interaktionen wurden eine
divalentfreie Na*-Losung (Losung E5) und eine divalentfreie Cs™-Losung (Losung E6),
die zur Komplexierung moglicher im entionisierten Wasser vorkommender Spuren an di-
valenten Kationen noch zusitzlich EGTA und EDTA enthielten, hergestellt (Tabelle [6.4)).
Anschliefsend wurden beide Losungen in unterschiedlichen Verhéltnissen miteinander ge-
mischt. Die finalen Na™- und Cs™-Konzentrationen der so hergestellten Losungen wurde
mit Hilfe des Mischungskreuzes berechnet.

Zur Untersuchung des Einflusses von Na™ auf den Cs'-getragenen bzw. den Ca*"-getragen-
en TRPM3a2-Strom wurden Cs'-haltige bzw. Ca?"-haltige Losungen mit unterschied-

lichen Na*-Konzentrationen eingesetzt. Die unterschiedlich Na™-haltigen Cs™-Losungen
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wurden durch Mischen der in Tabelle aufgefiithrten divalentfreien Losung E9 und E10
und die unterschiedlich Nat-haltigen Ca?*-Lésungen durch Mischen der in Tabelle
aufgefithrten 5 mM Ca®"-Losungen E2 und E3 erhalten. Die finalen Nat-Konzentration
der so hergestellten Losungen wurde auch hier mit Hilfe des Mischungskreuzes berechnet.
Die pH-Werte der in den Interaktionsversuchen eingesetzten Ausgangslosungen betrugen
7,2 (eingestellt mit HCl bzw. NMDG™) und die Osmolalititen 320-330 mosmol - kg™
(eingestellt mit D-Glucose oder Mannit). Als intrazelluldre Losung wurde eine der in Ta-
belle aufgefithrten ATP-haltigen, intrazellularen Losungen (Losung E3-E4) verwendet.

Extrazellulare Losungen

Tabelle 6.1: Standard-Badlosung

Nr Nat Cs™ K+ Ca’t MgZt  Cl” HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E1 142-149 10 3 2 2 160-167 10 3-15

pH-Wert: 7,2-7.3
Osmolalitit [mosmol - kg™'|: 321-333

Tabelle 6.2: 5 mM Ca?"-Losungen

Nr Ca?t Na™t NMDGT C1™ HEPES Mannit

E2 5 148,6 - 155 10 30
E3 5 3,5 - 10 10 285
pH-Wert: 7,2

Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 328-330

Tabelle 6.3: 10 mM Ca?"-Loésungen

Nr Ca?t Na™t NMDGT C1™ HEPES Mannit

E4 10 - 3-4 20 10 265-267

pH-Wert: 7,2-7.3
Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 322-327
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Tabelle 6.4: Divalentfreie Losungen E5-E10

Nr Na® Cs™ Cl™ EGTA EDTA HEPES D-Glucose Mannit
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]

E5 145 - 130 2 2 10 53 -

E6 - 145 128-130 2 2 10 60-63 -

E7 145 - 140 - - 10 55 -

E8 - 145 141 - - 10 55 -

E9 70 100 156 2 2 10 - 15

E10 - 100 86 2 2 10 - 140

pH-Wert: 7,2

Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 320-330

Tabelle 6.5: Divalentfreie Losungen E11

Nr Ton X NMDG™ CI™ EGTA EDTA HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]

E11.1 Cs* 145 - 128-130 2 2 10 60-63

E11.2 Na™ 145-158 - 130-145 2 2 10 30-53

E11.3 Lit 145 - 131 2 2 10 45

El1l.4 K7 160 - 145 2 2 10 30

pH-Wert: 7,2

Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 320-330

Intrazellulare Losungen

Tabelle 6.6: Intrazelluldre Losungen ohne ATP

Nr Cs*t Na™ Asp~ Cl™ EGTA HEPES D-Glucose

[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
11 165-173 - 100 45-46 10 10 0-3
12 - 168 100 45 10 10 - -

pH-Wert: 7,2-7.3
Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 304-309
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Tabelle 6.7: Intrazelluldre Losung mit ATP

Nr Cs* Asp™ Cl™ EDTA BAPTA ATP HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]

I3 187-189 80 45 5 10 4 10 -

14 189-192 80 45 5 10 4 10 -

pH-Wert: 7,2-7.3
Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 303-309

Stocklésungen

Pregnenolonsulfat wurde in Wasser (Stocklosung: 3,5 mM) bzw. in DMSO (Stocklosung:
21 mM) gelost. Die Tonenkonzentrationen in den 7 pM, 10,5 pM, 21 M und 35 M
Pregnenolonsulfat-haltigen Losungen waren unter Verwendung der wéssrigen Stocklosung
aufgrunddessen um 0,2%, 0,3%, 0,6% und 1% niedriger als angegeben.

Die finale DMSO-Konzentration betrug in den 21uM Pregnenolonsulfat-haltigen Losun-
gen 0,1%.

LOSUNGEN FUR DIE BESTIMMUNG DES FRAKTIONELLEN CALCIUM-
STROMES

Zur Bestimmung der fraktionellen Calciumstrome von TRPM3a2, TRPMS8 und TRPV1
wurde als intrazellulire Losung eine divalentfreie, Cs™-haltige Losung (Losung I5) unter
Zusatz von 1 mM K5FURA2 (Invitrogen, San Diego, USA) und als extrazelluldre Losung
die Standardbadlosung (Losung E1) eingesetzt. Die Einstellung des pH-Wertes auf pH 7,2
erfolgte bei der Standardbadlésung mit NaOH und die Einstellung der Osmolalitéit auf
320-340 mosmol - kg~! mit D-Glucose. Ihr wurden zur Aktivierung von TRPM3a2 zu-
sétzlich noch 35 uM Pregnenolonsulfat, zur Aktivierung von TRPMS zusétzlich noch 500
uM Menthol und zur Aktivierung von TRPV1 zusétzlich noch 1 pM N-Vanilloylnonamid
zugesetzt. Die Aktivierung von TRPV1 erfolgte aufserdem noch mit einer Standardbad-
16sung pH 5,5 (Losung E12), die zur Stabilisierung des pH-Wertes anstelle von HEPES
(optimaler pH-Bereich zwischen pH 6,8-8,2) MES (optimaler pH-Bereich zwischen pH 5,5-
6,7) enthielt.

Zur Untersuchung der Abhéngigkeit des fraktionellen Calciumstromes von der extrazel-
luliren Ca®"-Konzentration wurde die Ca®'-Konzentration in der Standardbadlésung
von 2 mM auf 0,5 mM (Losung E13) erniedrigt bzw. auf 5 mM (Lésung E14) und
10 mM (Losung E15) erhoht. Durch gleichzeitige Erhéhung bzw. Erniedrigung der D-

84



INTERAKTIONEN ZWISCHEN KATIONEN IN DER TRPM3-PORE

Glucose-Konzentration betrug die Osmolalitdt auch in diesen Losungen zwischen 320-340
mosmol - kg ™. Zur Untersuchung des Einflusses von extrazellulirem Na™ bzw. von extra-
zellulirem Mg®t auf den fraktionellen Calciumstrom wurde in der Standardbadlosung
Na® durch Cs™ (Lésung E17) bzw. Mg®t durch D-Glucose (Losung E16) ersetzt.

Tabelle 6.8: Extrazellulare Losungen

Nr Nat Cst K+ Ca’t Mg?+ Cl™ HEPES MES D-Glucose
E12 147 10 3 2 2 166 - 10 9-12

E13 149 10 3 0.5 2 163 10 - 15

E14 149 10 3 9 2 172 10 - -

E15 149 10 3 10 2 182 10 - -

E16 149 10 3 2 - 162 10 - 16

E17 - 159 3 2 2 166 10 - 10

pH-Wert: 7,2-7.3 (Ausnahme: Losung E12: pH = 5.5)
Osmolaritét [mosmol - kg™|: 321-340

Tabelle 6.9: Intrazelluldre Losungen

Nr Cs* Na™ Asp~ Cl™ ATP HEPES Mannit

[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
I5 156 4 100 45 8 10 15-18
pH-Wert: 7,2

Osmolaritét [mosmol - kg™']: 306-307

Stocklosungen

Pregnenolonsulfat wurde in Wasser gelost (Stocklosung: 3,5 mM). Die Ionenkonzentra-
tionen der 35 uM Pregnenolonsulfat-haltigen Losungen waren aufgrunddessen um 1%
niedriger als angegeben.

N-Vanilloylnonamid und Menthol wurden in absolutem Ethanol geldst. Die finale Etha-
nolkonzentration betrug bei der 1 pM N-Vanilloylnonamid-haltigen Standardbadlésung
0,002% (Stocklésung: 50 mM) und bei der 500 uM Menthol-haltigen Standardbadlésung
0,1% (Stocklosung: 500 mM).

6.3.2 Methoden

Die nachfolgend gezeigten tight-seal, whole-cell Patch-clamp-Messungen wurden, wie in
Kapitel [3] Abschnitt beschrieben, durchgefiihrt.
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EXPERIMENTELLE DURCHFUHRUNG

Permeation monovalenter Kationen durch TRPM3a2

Zur Bestimmung der Permeation monovalenter, extrazellularer Kationen durch TRPM3a2
kamen divalentfreie Losungen (Losung E11.1-E11.4), die ausschlieflich eines der zu testen-
den monovalenten Kationen enthielten, mit und ohne Zusatz von 35 uM Pregnenolonsul-
fat zum Einsatz. Als intrazellulire Losung wurde eine divalentfreie, Cs'-haltige Losung
(Losung I3-14) verwendet. Zur Bestimmung der Permeation monovalenter, intrazellulérer
Kationen durch TRPM3a2 wurde eine intrazelluldre, divalentfreie Cs™-haltige (Losung
I1) und eine intrazelluldre, divalentfreie Na*-haltige Losung (Losung 12) eingesetzt. Als
extrazelluldre Losungen wurde eine 10 mM Ca®t-Losung (Losung E3) mit und ohne Zu-
satz von 10,5 uM Pregnenolonsulfat und die Standardbadlosung (Losung E1) mit Zusatz
von 10,5 M Pregnenolonsulfat verwendet. Die Applikation der extrazellularen Losungen

erfolgte in den jeweiligen Experimenten fiir jeweils 10-20 Sekunden.

Interaktion permeierender Ionen

Zur Untersuchung der zwischen Ca*" und Cs™ bzw. Ca’" und Na™ auftretenden Inter-
aktionen wurde eine Cs*-haltige Losung (Losung E7) bzw. eine Na™-haltige Losung (Lo-
sung E8) unter Zusatz von unterschiedlichen Ca*"-Konzentrationen und zur Untersuchung
der zwischen Cs™ und Na™ auftretenden Interaktion eine Cs*- und eine Na™-haltige Lo-
sung (Losung E6, Losung E5) sowie die daraus hergestellten Losungen verwendet. Zu-
sitzlich wurden diesen Losungen noch 21 M Pregnenolonsulfat zugesetzt. Die Applika-
tion der Losungen erfolgte nach maximaler Aktivierung des Pregnenolonsulfat-induzierten
TRPM3a2-Stromes fiir jeweils 10 Sekunden. Die Stromgroke des TRPM3a2-Stromes, die
nach Applikation der Losung E7, E8 bzw. E6 erzielt wurde, diente bei der nachfolgenden
Auswertung des Experiments als Bezugswert. Durch die auf die Losung E7, E8 bzw. E6
bezogenen Werte wurde anschliefend mit GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, USA)
eine Hillfunktion gefittet, wobei zur Untersuchung der Interaktion zwischen Ca?* und Na™
das Minimum konstant bei 0% und das Maximum konstant bei 100%, zwischen Ca®*" und
Cs™ nur das Minimum konstant bei 100% und zwischen Na™ und Cs™ nur das Maximum
konstant bei 100% gehalten wurde.

Zur Untersuchung des Einflusses von extrazellulirem Nat auf den Cs™-getragenen Ein-
wartsstrom von TRPM3a2 wurden die divalentfreien Losungen E9-E10 und die daraus
hergestellten Losungen eingesetzt. Zusétzlich wurde diesen Losungen noch 21 uM Preg-
nenolonsulfat zugesetzt. Die Applikation der Losungen erfolgte nach maximaler Aktivie-
rung des Pregnenolonsulfat-induzierten TRPM3a2-Stromes fiir jeweils 10 Sekunden. Die

Stromgrofse des TRPM3a2-Stromes, die nach Applikation der Losung E10 erzielt wur-
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de, diente bei der nachfolgenden Auswertung des Experiments als Bezugswert. Durch die
auf die Losung E10 bezogenen Werte wurde anschliefend auch mit GraphPad Prism eine
Hillfunktion gefittet, wobei das Minimum konstant bei 0% und das Maximum konstant
bei 100% gehalten wurde.

Zur Untersuchung des Einflusses von extrazellulirem Na* auf den Ca?'-getragenen Ein-
wiirtsstrom von TRPM3a2 wurden die 5 mM Ca*"-Losungen E2-E3 und die daraus her-
gestellten Losungen verwendet. Zusétzlich wurde den Losungen noch 7 uM Pregneno-
lonsulfat zugesetzt. Anstelle einer 7 uM Pregnenolonsulfat-enthaltenden Standardbad-
16sung wurde in diesem Experiment eine 7 M Pregnenolonsulfat-enthaltende, divalent-
freie Na™-Losung (Lésung E5) verwendet, um eine Inaktivierung des Pregnenolonsulfat-
induzierten TRPM3a2-Stromes weitestgehend zu verhindern. Auch die Reduktion der
zugesetzten Pregnenolonsulfat-Konzentration von 21 uM auf 7 uM erfolgte aus diesem
Grund. Die unterschiedlichen 5 mM Ca®"-Losungen wurden nach maximaler Aktivierung
des Pregnenolonsulfat-induzierten TRPM3a2-Stromes fiir jeweils 7-10 Sekunden appli-
ziert. Die Stromgrofe des TRPM3a2-Stromes, die nach Applikation der Losung E2 erzielt
wurde, diente bei der nachfolgenden Auswertung des Experiments als Bezugswert. Durch
die auf die Losung E2 bezogenen Werte wurde anschliefsend auch mit GraphPad Prism
eine Hillfunktion gefittet, wobei das Minimum konstant bei 0% gehalten wurde. Zur bes-
seren Ubersicht wurden die auf die Losung E2 bezogenen Werte noch auf das aus dem Fit
erhaltene Maximum normalisiert. Als intrazelluldre Losung wurde in allen Experimenten

eine divalentfreie Cs™-haltige Losung (Losung I4) eingesetzt.
Fraktioneller Calciumstrom

Definition
Unter dem fraktionellen Calciumstrom wird der Anteil des Gesamtstromes verstanden,

der durch Ca*" getragen wird:
Ica
py=—° (6.1)

I Gesamt

Theorie

Zur Bestimmung des fraktionellen Calciumstroms wird eine von Zhou und Neher im Jah-

re 1993 eingefiihrte Kombination aus whole-cell Patch-clamp-Technik und Ca*"-Imaging-
Technik eingesetzt [211]. Hierbei wird simultan der Gesamtstrom durch den Ionenka-
nal von Interesse und die Anderung der Fluoreszenzintensitiit eines fluoreszenten Ca?*-
Indikators bestimmt. Die Anderung der Fluoreszenzintensitét ist hierbei direkt proportio-

nal zur Menge des einstromenden Ca®", d.h. direkt proportional zum Integral des Stromes:
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AFAi/Lhﬁ (6.2)

Diese direkte Proportionalitét ist nur gegeben, wenn eine ausreichend hohe Konzentration
an fluoreszenten Ca?*-Indikator eingesetzt wird. Bewihrt hat sich hierbei eine Konzen-
tration von 1 mM [37, [163] 164, 187, 208, 21T].

Durch Einfithrung des Proportionalitéitsfaktors k wird folgende Gleichung erhalten:

Asz/kﬂt (6.3)

Fiir einen selektiven Ca®"-Kanal, der unter physiologischen Bedingungen ausschlieRlich
fiir Ca*" permeabel ist und bei dem folglich der gesamte Strom nur durch Ca** getragen

werden, gilt:
AFc, = kCa/[Cadt (6.4)

Fiir einen nichtselektiven Ca?*-Kanal, der unter physiologischen Bedingungen neben Ca**
auch noch fiir weitere mono- und divalente Kationen permeabel ist und bei dem folglich
der Gesamtstrom nicht nur durch Ca*", sondern auch noch durch weitere anwesende

monovalente und divalente Kationen getragen wird, gilt:

A-F‘mix = kmix / Imixdt (65)

Aus diesen beiden Gleichungen lésst sich der fraktionelle Calciumstrom nun folgender-

maiflen bestimmen:

kmix . AFmixfICadt
kCa B AFCaf[mixdt

Py = (6.6)

Kalibierung - Bestimmung von k¢,

Folgende drei Methoden stehen zur Bestimmung von k¢, zur Verfiigung:

1. Verwendung von ionischen Bedingungen, die es nur Ca®" erlauben in die Zelle hinein-
zustromen und keinem anderen Ion aus der Zelle hinaus [164], [187]; eingesetzt wird
hierbei in der Regel eine intrazellulire, NMDG™-haltige und eine extrazellulire,

Ca’"-haltige Losung.

2. Verwendung eines Haltepotentials, bei dem die monovalenten Ein- und Auswarts-
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strome ausgeglichen und folglich nicht messbar sind [164];

3. Verwendung eines Ionenkanals, der nur fiir Ca*" permeabel ist [37, 123];
In Frage kommen hierbei heterolog und endogen exprimierte, spannungsabhingige

Ca’t-Kanile.

Voraussetzungen

Fiir eine korrekte Bestimmung des fraktionellen Calciumstromes miissen folgende zwei

Voraussetzungen erfiillt sein:

1. rasche Aktivierung des Ionenkanals durch einen Spannungspuls oder durch einen

Agonisten

2. hohe intrazellulire Konzentration des fluoreszenten Ca*"-Indikator
Eine hohe intrazellulire Konzentration des fluoreszenten Ca?'-Indikator ist erfor-
derlich, da das gesamte in die Zelle einstrémende Ca?" an diesen gebunden wer-
den muss. Bei einer zu niedrig gewahlten Konzentration wiirde der fraktionelle
Calciumstrom aufgrund der verstirkten Bindung des einstrémenden Ca*" an endo-
gene Ca?"-Puffer, dessen verstirkte Aufnahme in die intrazelluliren Ca?*-Speicher,
dessen verstiarkte Ausschleusung aus der Zelle und dessen verstiarkten Diffusion in

die Patch-Pipette unterschéatzt werden.

Durchfithrung

Der zur Bestimmung des fraktionellen Calciumstromes verwendete Patch-clamp-Messstand
war zusétzlich noch mit einem Monochromator (Polychrome IV, T.I.L.L. Photononics,
Grifelfing, Deutschland), der das zur Anregung von FURA2 benétigte monochromati-
sche Licht der Wellenlénge 380 nm erzeugte; mit einer Photodiode, die das von der ange-
regten, mit FURA2 beladenen Zelle emittierte Licht der Wellenldnge 510 nm detektierte;
sowie mit einem Viewfinder (Viewfinder III, T.I.L.L. Photononics), einer Kamera (T.I.L.L.
Photononics) und einem Monitor (Monacor, Bremen, Deutschland), die die Auswahl und
Sichtbarmachung des Messbereiches ermoglichten, ausgestattet. Im Strahlengang des Mi-
kroskopes waren folgende Filter angebracht: HC-Beamsplitter 409 (AHF Analysentechnik,
Tiibingen, Deutschland), SP 410 (T.I.L.L. Photononics): Anregungsfilter, HC-Bandpass
523/35 (AHF Analysentechnik): Emissionsfilter, UV-NIR Neutralfilter 1.0 (AHF Analy-
sentechnik) zur Verringerung der FURA2-Bleichung,.

Durchfiihrung der Messungen:

1. Auswahl der Zelle
Fiir die fraktionellen Calciumstrom-Messungen wurden ausschlieflich einzeln lie-

gende, nicht mit anderen Zellen in Kontakt stehende Zellen ausgewéahlt. Vor die
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ausgewdhlte Zelle wurde in einem Abstand von weniger als 200 gm die Offnung des
handgefertigten, gravitationsgetriebenen Perfusionssystems, das den schnellen Aus-
tausch der extrazelluldren Losung ermoglichte, plaziert. Anschlieffend wurde durch
Anpassung der Blende der von der Photodiode zu messende Bereich so eingegrenzt,

dass er nur die ausgewahlte Zelle samt Zellfortsédtzen umfasste.
. Etablierung der cell-attached-Konfiguration
. Etablierung der whole-cell-Konfiguration

. Start der Fluoreszenzintensitéits- und Strommessung

FURA2 hat gegeniiber anderen fluoreszenten Ca?'-Indikatoren den Vorteil, dass es
auch in Ca*" ungebundener Form fluoresziert. Dieser Vorteil wurde hier genutzt, um
die Beladung der Zelle mit FURA2 nach Ubergang in die whole-cell-Konfiguration
mitzuverfolgen. Zwischen 2-6 Minuten wurden zur vollstdndigen Beladung der Zellen
benotigt. Wahrend der Beladung wurde neben der Fluoreszenzintensitét gleichzeitig
noch zur Uberpriifung der Vitalitit der Zellen und zur Kontrolle des Seals der whole-
cell-Strom gemessen. Hierzu wurden Spannungsrampen im Bereich von —115 mV
bis +85 mV (schon ,Liquid junction potential® korrigiert) {iber einen Zeitraum von

200 ms appliziert.

. Durchfiithrung der Experimente

Nach vollstandiger Beladung der Zelle wurde das eigentliche Experiment durchge-
fiihrt. Hierbei wurde der entsprechende Agonist fiir 1000 ms appliziert. Wihrend
der Applikation des Agonisten wurde die Zelle soweit nicht anders angegeben bei
einem konstanten Haltepotential von —75 mV (schon ,Liquid junction potential®

korrigiert) gehalten.

. Auswertung der Experimente
Die Auswertung der Experimente erfolgte in IgorPro (WaveMetrics, Lake Oswego,
USA). Im Abbildung [6.1] werden die einzelnen Auswertungsschritte gezeigt:

A Basislinienkorrektur der Stromkurve
Integration und Inversion der Stromkurve

B
C Basislinienkorrektur und Inversion der Fluoreszenzkurve
D

Auftragung der invertierten Fluoreszenzkurve gegen die integrierte und inver-
tierte Stromkurve sowie Uberlagerung der invertierten Fluoreszenzkurve und der
mit ke, bzw. k. multiplizierten, integrierten und invertierten Stromkurve als
Kontrolle
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Abb. 6.1: Auswertung der fraktionellen Calciumstrom-Experimente (A) Ba-
sislinienkorrektur der Stromkurve. (B) Integration und Inversion der Stromkurve. (C) Ba-
sislinienkorrektur und Inversion der Fluoreszenzkurve. (D) Auftragung der invertierten
Fluoreszenzkurve gegen die integrierte und invertierte Stromkurve sowie Uberlagerung der
invertierten Fluoreszenzkurve und der mit kc, bzw. kyix multiplizierten, integrierten und

invertierten Stromkurve als Kontrolle.
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Abb. 6.2: Bestimmung von k¢, mit Hilfe der heterolog in HEK293-Zellen
iiberexprimierten alc- und (32.3-Untereinheit des spannungssabhingigen
Ca?"-Kanals (A) Aktivierung des spannungsabhiingigen Ca?"-Kanals durch Erhohung
des Haltepotentials von —80 auf —5 mV fiir 400 ms. (B) Abnahme der FURA2 Fluores-
zenzintensitat wiahrend der Erhohung des Haltepotentials. (C) Lineare Korrelation, die
nach Auftragung der invertierten Fluoreszenzkurve gegen die integrierte und invertierte
Stromkurve erhalten und durch die eine Gerade mit der Steigung kc, gefittet wurde. (D)
Uberlagerung der invertierten Fluoreszenzkurve und der mit kg, multiplizierten, integrier-
ten und invertierten Stromkurve als Kontrolle.

Die zusammen mit EGFP heterolog in HEK293-Zellen iiberexprimierte alc- und 32.3-
Untereinheit des spannungsabhiingigen Ca®"-Kanals sowie endogen in INS1-Zellen ex-
primierte, spannungsabhingige Ca?"-Kanile wurden zur Bestimmung von k¢, einge-
setzt. Zur Uberexpression der arlc- und $2.3-Untereinheit des spannungsabhéingigen Ca?*-
Kanals wurden jeweils 1,1 pug der entsprechenden cDNAs zusammen mit 0,8 pug EGFP in
HEK?293-Zellen kotransfiziert. Die kotransfizierten HEK293-Zellen wurden 48-72 Stunden
nach Transfektion fiir die fraktionellen Calciumstrom-Messungen genutzt. Die dreiminii-
tige Beladung der Zellen mit FURA2 erfolgte sowohl bei den kotransfizierten HEK293-
Zellen als auch bei den INS1-Zellen bei einem Haltepotential von —80 mV (schon ,Liquid
junction potential“ korrigiert). Nach Beladung wurde zur Aktivierung der spannungsab-

hingigen Ca®'-Kanile das Haltepotential fiir 400 ms auf —5 mV (schon ,Liquid junc-
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Abb. 6.3: Bestimmung von k¢, mit Hilfe des endogen in INS1-Zellen expri-
mierten, spannungssbhiingigen Ca’"-Kanals (A) Aktivierung des spannungsabhiingi-
gen Ca?*-Kanals durch Erhohung des Haltepotentials von —80 auf —5 mV fiir 400 ms. (B)
Abnahme der FURA2 Fluoreszenzintensitiat wihrend der Erhdhung des Haltepotentials. (C) Li-
neare Korrelation, die nach Auftragung der invertierten Fluoreszenzkurve gegen die integrierte
und invertierte Stromkurve erhalten und durch die eine Gerade mit der Steigung kc, gefittet
wurde. (D) Uberlagerung der invertierten Fluoreszenzkurve und der mit kg, multiplizierten,
integrierten und invertierten Stromkurve als Kontrolle.

tion potential® korrigiert) erhoht. Die Erhohung des Haltepotentials fiihrte sowohl in
den transfizierten HEK293-Zellen als auch den INS1-Zellen zu einem messbaren Ca?*-
Einwértsstrom. Gleichzeitig mit der Entwicklung des Einwértsstromes war auch eine Ab-
nahme in der FURA2 Fluoreszenzintensitdt beobachtbar. Nach Auftragung der Fluores-
zenzintensititsinderung gegen das Integral des Ca?'-Stromes wurde aufgrund der di-
rekten Proportionalitdt beider Parameter eine lineare Korrelation erhalten. Die lineare
Korrelation lieferte einen kc,-Wert von 9,44 £+ 0,28 V/nC (n = 36) fiir die heterolog
in HEK293-Zellen {iberexprimierte alc- und (32.3-Untereinheit des spannungsabhéngi-
gen Ca®*-Kanals und einen kc,-Wert von 9,97 & 0,74 V/nC (n = 16) fiir die endogen
in INS1-Zellen exprimierten spannungsabhingigen Ca®*-Kanile. Beim Vergleich beider
kca-Werte war kein signifikanter Unterschied feststellbar. Zur Berechnung des fraktionel-
len Calciumstromes wurde der kc,-Wert von 9,44 + 0,28 V/nC, der fiir die heterolog
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Abb. 6.4: Permeation monovalenter, extrazellulirer Kationen durch TRPM3a2
(A) Strome von TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zellen bei —80 und +80 mV wéhrend der
Applikation einer ausschlieflich Cs™-haltigen bzw. ausschlieflich Nat-haltigen, extrazelluldren
Loésung mit und ohne Zusatz von 35 uM Pregnenolonsulfat (PS). (B) Strom-Spannungsbeziehung
vor und wihrend der Applikation der Cs'-haltigen bzw. Na™-haltigen, extrazelluliren Losung
mit und ohne Zusatz von PS. (C) Statistische Auswertung der Stromantworten bei —80 mV
wihrend der Applikation der ausschlieRlich Cs'-, Na®-, K*- und Lit-haltigen, extrazelluliren
Losungen mit und ohne Zusatz von PS (n = 8).

in HEK293-Zellen iiberexprimierte alc- und (32.3-Untereinheit des spannungsabhéngigen

Ca’"-Kanals bestimmt wurde, herangezogen.

6.4 Ergebnisse

Permeation monovalenter Kationen durch TRPM3a2

TRPM3a2 stellt einen nichtselektiven Kationenkanal dar, der neben divalenten Kationen
auch noch fiir monovalente Kationen permeabel ist. Die in Kapitel [f fir TRPM3a2 er-
mittelten relativen Permeabilitdten der monovalenten Kationen lagen sowohl in Ab- als
auch in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat deutlich niedriger als die der divalenten Kat-
ionen. Auch waren zwischen den relativen Permeabilitdten der monovalenten Kationen
im Gegensatz zu denen der divalenten Kationen nur geringfiigige Unterschiede feststell-
bar. Im folgenden wurden diese monovalenten Strome durch TRPM3a2 genauer unter-
sucht. Die eingesetzten extrazelluldren Losungen enthielten hierbei ausschliefslich eines

der nachfolgend aufgefiihrten, monovalenten Kationen: Cst, Nat, KT, Li*. Sowohl die
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Abb. 6.5: Permeation monovalenter, intrazellulirer Kationen durch TRPM3a2
(A) Strome von TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zellen bei —80 und +80 mV wéahrend
der Applikation einer ausschlieflich Cs™-haltigen oder ausschlieRlich Na™-haltigen, intrazellu-
laren Losung. Als extrazelluldre Losungen wurden eine 10,5 uM Pregnenolonsulfat-enthaltende
Standardbadlésung, eine 10 mM Ca2*-Lésung und eine 10,5 M Pregnenolonsulfat-enthaltende
10 mM Ca?*-Lésung eingesetzt. (B) Strom-Spannungsbeziechung vor und wéhrend der Appli-
kation der Pregnenolonsulfat-haltigen Standardbadlésung, der 10 mM Ca?*-Losung und der
Pregnenolonsulfat-haltigen 10 mM Ca?*-Losung in Anwesenheit von intrazellulirem Cs™ oder
Nat. (C) Statistische Auswertung der Stromantworten aus (A) bei —80 und +80 mV (n = 8).
Ermittlung der Signifikanzen mit Hilfe eines ungepaarten T-Tests nach Student.

Applikation der ausschlieRlich Cs™-haltigen, extrazelluliren Losung als auch die Applika-
tion der ausschlieRlich Na™-haltigen, extrazelluldren Losung fiihrten in Gegenwart von 35
uM Pregnenolonsulfat zu einem messbaren TRPM3a2-Einwartsstrom (Abbildung [6.4]A
und B). Der Cs*-getragene Einwirtsstrom war hierbei allerdings deutlich gréfer als der
Na'-getragene Einwirtsstrom (7,11 + 1,36 nA gegeniiber 0,16 4 0,02 nA). Auch in Ab-
wesenheit von Pregnenolonsulfat waren Cs'- und Na™-getragene Einwirtsstrome
messbar. Diese waren allerdings deutlich kleiner als die in Anwesenheit von Pregnenolon-
sulfat. Auch hier war ein signifikanter Unterschied in der Stromgréfie zwischen dem Na™-
und Cs*-getragenen Einwirtsstrom feststellbar (0,04 4= 0,006 nA gegeniiber 0,29 4 0,04
nA) (Abbildung und B). Die Stromgrofien der Einwértsstrome, die bei Applikation
der ausschlieflich K*- und Li*-haltigen, extrazelluliren Losungen in Ab- und Anwesenheit
Pregnenolonsulfat erreicht wurden, lagen zwischen denen der Cs™- und Na'-getragenen
Einwértsstrome (Abbildung [6.4(C).

Aufgrund der hier festgestellten Unterschiede in der Stromgréfe der Na®- und Cs™-
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getragenen Einwirtsstrome stellte sich die Frage, ob auch die Na-getragenen Auswérts-
strome deutlich geringere Stromgréfien zeigen als die Cs'-getragenen Auswirtsstrome.
Zur Klirung dieser Frage wurde die bisher verwendete Cs'-haltige, intrazellulire Lo-
sung durch eine Na't-haltige, intrazellulire Losung ersetzt. Auch unter Verwendung der
Na*-haltigen, intrazelluliren Losung waren deutlich geringere TRPM3a:2-Auswiirtsstrome
messbar als bei der bisher verwendeten Cs*-haltigen, intrazelluldren Losung. Wihrend bei
extrazelluldrer Applikation der 10 mM Ca*"-Lésung kein signifikanter Na'-getragener
Auswiirtsstrom beobachtbar war, sehr wohl aber ein Cs*-getragener Auswiirtsstrom, wa-
ren bei Applikation der 10,5 M Pregnenolonsulfat-enthaltenden Standardbadlésung und
bei Applikation der 10,5 M Pregnenolonsulfat-enthaltenden 10 mM Ca®" dagegen Na*t-
getragene Auswirtsstrome messbar (Abbildung [6.5A-C).

Die Na™-getragenen TRPM3a2-Strome waren somit sowohl in Ein- als auch in Auswiirts-
richtung deutlich kleiner als die entsprechenden Cs™-getragenen TRPM3a2-Stréme. Folg-
lich ist die geringe Stromgréfe der Na't-getragenen TRPM3a2-Stréme nicht bzw. nicht
ausschlieRlich auf einen allosterischen Angriff des Na®™ an der extrazelluliren Seite des
Kanals zuriickzufiihren. Eine in der Pore von TRPM3a2 gelegene Na™-Bindungstelle, mit
der Na™ starke elektrostatische Wechselwirkungen eingeht und infolgedessen die Permea-

tion anderer Kationen weitestgehend unterbindet, ist dagegen wahrscheinlicher.

Interaktion permeierender Ionen

Im folgenden wurden die Interaktionen, die zwischen den drei TRPM3a2 permeierenden
Kationen Na™, Cs™ und Ca*" auftreten, untersucht. Die Beobachtung eines anomalen
Molfraktionsverhalten wiirde hierbei auf das Vorhandensein einer entsprechenden Ionen-
bindungsstelle in der Pore von TRPM3a2 hindeuten und im Falle von Na' die oben
aufgestellte Hypothese, dass es sich um einen permeanten TRPM3a2-Blocker handelt,
bestatigen.

Zur Untersuchung der zwischen Ca*" und Na® bzw. Ca*" und Cs™ auftretenden Inter-
aktionen wurden extrazellulire Losungen verwendet, die neben 145 mM Na® bzw. 145
mM Cs™* noch unterschiedliche Konzentrationen an Ca?" enthielten. In Gegenwart von
145 mM Na™ konnte ein kleiner, aber signifikanter Na™-getragener Einwirtsstrom beo-
bachtet werden. Mit zunehmender Ca*"-Konzentration war eine Zunahme des TRPM3a2-
Einwértsstromes beobachtbar (Abbildung [6.6D-F). Ein anomales Molfraktionsverhalten
zeigte sich zwischen Na™ und Ca?" jedoch nicht. Die hier beobachtete Zunahme des Ein-
wirtsstromes konnte einerseits auf einen verstirkten Einstrom von Ca?', andererseits
aber auch auf einen verstirkten Einstrom von Na™ infolge einer verstiirkten, positiven
Modulation durch Ca*" zuriickzufiihren sein. In Gegenwart von 145 mM Cs™ konnte ein

im Vergleich zum Na'-Einwértsstrom deutlich groferer Cs'-Einwértsstrom beobachtet
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Abb. 6.6: Interaktionen der TRPM3a2 permeierenden Kationen Ca?", Cs™ und
Na™ (A,B,C) Interaktion zwischen Cs™ und Ca** und (D,E,F) Interaktion zwischen Na™ und
Ca?" in Anwesenheit von 21 M Pregnenolonsulfat (PS). (A,D) Strom einer TRPM3a2 ex-
primierenden HEK293-Zelle bei —80 und +80 mV withrend der Applikation einer Cs™'-haltigen,
extrazelluldren Losung (A) bzw. einer Na™-haltigen, extrazelluliren Losung (D) unter Zusatz von
unterschiedlichen Konzentrationen an Ca?* (in mM). (B,E) Strom-Spannungsbeziehung vor und
withrend der Applikation der Cs*-haltigen (B) bzw. Na'-haltigen (E), extrazelluliren Lésung
unter Zusatz von unterschiedlichen Konzentrationen an Ca?'. (C,F) Statistische Auswertung
der Stromantworten bei —80 mV aus (A) und (D) normalisiert auf die Antwort der Cs*-haltigen
bzw. Na'-haltigen, extrazelluldren Lésung ohne Zusatz von Ca®" (n > 6). Die durch die norma-
lisierten Antworten gefitten Kurven stellen Hillfunktionen mit folgenden Parametern dar: I1Csq
=12mM, h = 1,1 (C); EC5p = 4,6 mM, h = 1,8, Maximum = 482,2 (F).

werden. Mit zunehmender Ca®"-Konzentration war hier jedoch zunichst eine Abnahme
des TRPM3a2-Einwirtsstromes beobachtbar, der bei einer Ca*"-Konzentration von 1,2
mM sein Minimum erreichte. Bei hoheren Konzentrationen an Ca®™ wurde schlieklich eine
Zunahme des TRPM3a2-Einwértsstromes beobachtet (Abbildung —C). Ein anomales
Molfraktionsverhalten (englisch ,anomalous mole fraction behaviour"), wie es von Ca®*-
selektiven Kationenkanélen bekannt ist, war somit bei TRPM3a2 fiir die beiden Kationen
Ca?" und Cs™ nachweisbar. Es deutet darauf hin, dass TRPM3a?2 in der Pore eine Ca*"-
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Abb. 6.7: Spannungsabhiingigkeit der Ca’"-Hemmung des Cs™-Stromes (A) Span-
nungsabhingigkeit der Ca?*-Hemmung, erhalten nach Auftragung des Verhéltnisses G /Gpax bei
unterschiedlichen Ca?*-Konzentrationen gegen die Spannung. (B) Spannungsabhéngigkeit der
ermittelten IC50-Werte. (C) Spannungsabhéngigkeit der ermittelten Hillkoeffizienten.

Bindungsstelle besitzt, die aufgrund des hier ermittelten 1C5o-Wertes von 1,2 mM (bei
—80 mV) allerdings nur eine schwache Affinitit fiir Ca*" aufweist. Im folgenden stellte
sich die Frage, ob ein anomales Molfraktionsverhalten wie es zwischen Ca*" und Cs™* beo-
bachtet wurde, auch fiir die beiden monovalenten Kationen Nat und Cs' nachzuweisen
ist. Zur Untersuchung wurden hierbei extrazellulidre Losungen verwendet, die unterschied-
liche Konzentrationen an Nat und Cs' enthielten. Mit zunehmender Konzentration an
Na® und abnehmender Konzentration an Cs™ wurde hier eine Abnahme des TRPM3a:2-
Einwértsstromes beobachtet (Abbildung [6.8)A-C). Ein anomales Molfraktionsverhalten,
wie es zwischen Ca’™ und Cs™ beobachtet wurde, war allerdings nicht feststellbar.

Da fiir CNG-Kaniile bereits gezeigt werden konnte, dass Ca®" den monovalent-getragenen
Einwértsstrom durch diese in einer spannungsabhéngigen Weise hemmt [50], wurde fiir
TRPM3a2 zusitzlich noch die Spannungsabhingigkeit der Ca’"-Hemmung untersucht.

Hierzu wurde das Verhéltnis G/Guay bei unterschiedlichen Ca**-Konzentrationen gegen
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Abb. 6.8: Interaktionen der TRPM3a2 permeierenden Kationen Cst und Na*t
(A) Strom bei —80 und +80 mV wihrend der Applikation von extrazelluldren Losungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Cs™ und Na®™ (0 + 145 mM, 72,5 + 72,5 mM und 145
+ 0 mM). (B) Strom-Spannungsbeziehung vor und wahrend der Applikation der extrazelluldren
Losungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cs* und Na™. (C) Statistische Auswertung
der Stromantworten bei —80 mV aus (A) normalisiert auf die Antwort der Cs*-haltigen, extra-
zelluldren Losung (n > 6). Die durch die Stromantwort gefittete Kurve stellt eine Hillfunktion
mit den folgenden Parametern dar: ICs¢g = 11,4 mM, h = 1,2.

die Membranspannung aufgetragen. Ausgehend von positiven Membranpotentialen wur-
de zunéchst mit abnehmenden Membranpotential eine zunehmende Hemmung beobachtet
(Abbildung [6.71A), die auf einen erleichterten Zugang von Ca®" zur Ca®*-Bindungsstelle
in der Pore zuriickzufiihren ist. Die Hemmung war nicht vollstandig, sondern nur partiell
und erreichte ihr Maximum bei ca. —33 mV. Bei Membranpotentialen kleiner —33 mV
wurde eine teilweise bzw. nahezu vollsténdige Aufhebung der Hemmung beobachtet (Ab-
bildung . Diese kann mit der Dissoziation des Ca®" von der Ca**-Bindungsstelle und
mit dem Verlassen der Pore in zytosolischer Richtung erklart werden (,punch-through-
Effekt). Auch der ICso-Wert der Ca*"-Hemmung sank mit abnehmenden Membranpoten-
tial und erreichte bei —33 mV einen minimalen Wert von 0,4 mM. Diese Abnahme wird
durch eine Ca?*-Affinititzunahme der Ca®"-Bindungsstelle in der Pore bedingt (Abbil-
dung|6.7B). Die Hillkoeffizienten bewegten sich im ausgewerteten Spannungsbereich (—90
bis +45 mV) zwischen 0,4 und 1,4. Als mogliche Ursache fiir die schwankenden Hillko-
effizienten ist die mit zunehmender Ca?*-Konzentration zu beobachtende, zunehmende
Ca”"-Permeation zu nennen.

Im folgenden wurde schliefilich noch der Einfluss von extrazellulirem Na™ auf den Ca?*-
und Cs™-getragenen TRPM3a2 Ein- und Auswirtsstrom untersucht. Hierzu wurden extra-

zellulidre 140 mM Cs™-Losungen und extrazellulidre 5 mM Ca?"-Losungen, die unterschied-
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Abb. 6.9: Na"-Blockade des Ca’"- und Cs'-getragenen TRPM3a2-Stromes
(A,B,C) Na*-Blockade des Ca?T-getragenen TRPM3a2-Stromes in Anwesenheit von 7 M Preg-
nenolonsulfat (PS) und (D,E,F) des Cs™-getragenen TRPM3a2-Stromes in Anwesenheit von 21
puM PS. (A,D) Strom bei —80 und +80 mV wihrend der Applikation von Ca’"-haltigen (A)
und CsT-haltigen (D), extrazelluliren Lésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an Na*
(in mM). (B,E) Strom-Spannungsbezichung vor und wihrend der Applikation der Ca**-haltigen
(B) und Cs*-haltigen (E), extrazelluliren Losungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Nat. (C,F) Statistische Auswertung der Stromantworten aus (A) und (D) normalisiert auf die
Antwort der Ca®T-haltigen, extrazelluldren Losung unter Zusatz von 148,6 mM Na™ (n > 7)
bzw. der Cs™*-haltigen, extrazelluldren Losung unter Zusatz von 0 mM Na™ (n > 7). Die durch
die normalisierten Antworten gefitteten Kurven stellen Hillfunktionen mit folgenden Parametern
dar: -80 mV: IC5p = 21 mM, h = 1,0; 480 mV: IC59 = 50 mM, h = 0,8 (C); —80 mV: IC5¢ = 16
mM, h = 1,0; 480 mV: IC59 = 75 mM, h = 0,8 (F).

liche Konzentrationen an Na™' enthielten, verwendet. Mit zunehmender Konzentration an
extrazelluldrem Na™ konnte sowohl eine Hemmung des Cs'-getragenen als auch des Ca?*-
getragenen Einwiértsstromes beobachtet werden (Abbildung 7E und Abbildung ,
B). Die aus den Dosiswirkungskurven ermittelten 1Cso-Werte der Na™-Hemmung lagen
fiir Cs™ bei 16 mM (=80 mV) und 75 mM (+80 mV) (Abbildung ) und fiir Ca**
bei 21 mM (—80 mV) und 50 mM (+80 mV) (Abbildung [6.9(C) und zeigten eine Span-

nungsabhingigkeit. Im Gegensatz zur Ca>"-Hemmung wurde bei der Na™-Hemmung mit
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Abb. 6.10: Spannungsabhingigkeit der Na'-Hemmung des Cs'-Stromes (A)
Spannungsabhingigkeit der Na™-Hemmung, erhalten nach Auftragung des Verhiltnisses G /G pax
bei unterschiedlichen Na*-Konzentrationen gegen die Spannung. (B) Spannungsabhingigkeit der
ermittelten IC59-Werte. (C) Spannungsabhéngigkeit der ermittelten Hillkoeffizienten.

abnehmenden Membranpotential lediglich eine zunehmende Hemmung des monovalen-
ten TRPM3a2-Stromes beobachtet (Abbildung [6.10]A). Wihrend die zur halbmaxima-
len Hemmung erforderlichen Na*-Konzentrationen mit abnehmenden Membranpotential
ebenfalls kontinuierlich sanken (Abbildung 6.10B), lagen die Hillkoeffizienten im ausge-
werteten Spannungsbereich (—95 bis +65 mV) nahezu konstant bei eins (h = 0,7-1,0)
(Abbildung ) Folglich hemmt extrazelluldres Na™ sowohl den Cs*- als auch Ca*"-

getragenen Einwartsstrom in einer spannungsabhéngigen Weise.

Fraktioneller Calciumstrom

Mit Hilfe einer Kombination aus whole-cell Patch-clamp-Technik und Ca*"-Imaging-Tech-
nik wurde im folgenden der fraktionelle Calciumstrom von TRPM3a2 bestimmt.

Wie in Abbildung erkennbar, fithrte die Applikation von 35 uM Pregnenolonsulfat
in transient mit TRPM3a2 transfizierten HEK293-Zellen zu einem messbaren TRPM3a2-

Einwértsstrom. Gleichzeitig mit der Entwicklung des Einwértsstromes war eine Abnahme
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Abb. 6.11: Bestimmung von k,,;, fir TRPM3a2 (A) Aktivierung der transient in
HEK?293-Zellen iiberexprimierten TRPM3a2-Kanile mit 35 uM Pregnenolonsulfat bei einem
Haltepotential von —75 mV. (B) Abnahme der FURA2 Fluoreszenzintensitat wahrend der Ap-
plikation von Pregnenolonsulfat. (C) Lineare Korrelation, die nach Auftragung der invertierten
Fluoreszenzkurve gegen die integrierte und invertierte Stromkurve erhalten wurde. (D) Uber-
lagerung der invertierten Fluoreszenzkurve und der mit ki multiplizierten, integrierten und
invertierten Stromkurve als Kontrolle.

in der Fluoreszenzintensitdt von FURA2 beobachtbar (Abbildung [6.11]B). Nach Auftra-
gung der Fluoreszenzintensitatsinderung gegen das Integral des Stromes wurde aufgrund
der direkten Proportionalitdt beider Parameter eine lineare Korrelation erhalten (Abbil-
dung [6.11|C). Die lineare Korrelation lieferte einen k,-Wert von 2,29 + 0,05 V/nC (n
= 19), aus dem unter Zuhilfenahme des separat bestimmten kc,-Wertes von 9,44 + 0,28
V/nC (Abbildung ein fraktioneller Calciumstrom von 24,3 + 0,5% fiir TRPM3a2
bestimmt wurde. Um einen Vergleich mit anderen Mitgliedern der TRP-Proteinfamilie
ziehen zu konnen, wurde zusétzlich noch der fraktionelle Calciumstrom von TRPMS8
und TRPV1 bestimmt. Gleichzeitig mit der Entwicklung des TRPMS-Einwartstromes bei
Applikation von 500 uM Menthol bzw. des TRPV1-Einwértsstromes bei Applikation von
1 uM N-Vanilloylnonamid wurde auch hier eine Abnahme in der Fluoreszenzintensitét von

FURAZ2 beobachtet und eine lineare Korrelation nach Auftragung der Fluoreszenzintensi-
tatsdnderung gegen das Integral des Stromes erhalten (Abbildungen |6.12/A-C und [6.13A-
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Abb. 6.12: Bestimmung von k,;;, fiir TRPMS8 (A) Aktivierung der stabil in HEK293-
Zellen iiberexprimierten TRPMS&-Kanéle mit 500 M Menthol bei einem Haltepotential von —75
mV. (B) Abnahme der FURA2 Fluoreszenzintensitiat wiahrend der Applikation von Menthol.
(C,D) Vergleiche Abbildung und D.

C). Die lineare Korrelation lieferte fiir TRPMS einen ky,-Wert von 0,34 + 0,01 V/nC
(n = 15) und fiir TRPV1 einen kp-Wert von 0,37 £+ 0,02 V/nC (n = 10). Der hieraus
bestimmte fraktionelle Calciumstrom betrug fiir TRPMS 3,5 4 0,1% und fiir TRPV1 3,9
=+ 0,2%. Da TRPV1 neben N-Vanilloylnonamid auch noch durch Protonen aktiviert wird,
wurde zusétzlich noch der fraktionelle Calciumstrom von TRPV1 unter Verwendung einer
Standardbadlosung pH 5,5 bestimmt (nicht gezeigt). Dies erlaubte aufserdem den direkten
Vergleich mit Literaturwerten. Der aus der linearen Korrelation erhaltene k,;-Wert be-
trug hier 0,23 + 0,01 V/nC (n = 13). Die Bestimmung des fraktionellen Calciumstromes
lieferte einen Wert von 2,4 4+ 0,1%. Abbildung fasst die fiir TRPM3a2, TRPMS8 und
TRPV1 ermittelten fraktionellen Calciumstrome nochmals zusammen. Wie hier ersicht-
lich, lag der fraktionelle Calciumstrom von TRPM3a2 mit 24,3% deutlich hoher als die
fraktionellen Calciumstréme von TRPMS8 (3,5%) und TRPV1 (3,9%). Die fraktionellen
Calciumstrome von TRPMS und TRPV1 lagen ungefédhr in der gleichen Grofenordnung.
Die mit 1 uM N-Vanilloylnonamid ermittelten und die mit der Standardbadlésung pH 5,5

ermittelten fraktionellen Calciumstrome von TRPV1 lagen zwar ebenfalls mit 3,9% und
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Abb. 6.13: Bestimmung von k,;; flir TRPV1 (A) Aktivierung der transient in HEK293-
Zellen iiberexprimierten TRPV1-Kanéle mit 1 M N-Vanilloylnonamid bei einem Haltepotential
von —75 mV. (B) Abnahme der FURA2 Fluoreszenzintensitdt wéhrend der Applikation von
N-Vanilloylnonamid. (C,D) Vergleiche Abbildung und D.

2,3% dicht beieinander, signifikante Unterschiede waren aber feststellbar.

Fiir andere Ionenkanile konnte bereits gezeigt werden, dass der fraktionelle Calcium-
strom von einer Vielzahl verschiedenster Faktoren, wie beispielweise der Spannung, der
extrazellulidren Ca?*-Konzentration, dem extrazellularen pH-Wert sowie der Ab- bzw. An-
wesenheit weiterer mono- und divalenter Kationen, beeinfusst wird. Im folgenden wurde
nun fiir TRPM3a2 zunéchst die Abhéngigkeit des fraktionellen Calciumstromes von der
Spannung ermittelt, da fiir CNG-Kanéle bereits eine solche Abhéngigkeit des fraktio-
nellen Calciumstromes gezeigt werden konnte [37] und alle vorangegangenen Messungen
ausschlieflich bei einem Haltepotential von —75 mV durchgefiihrt wurden. Im Gegensatz
zu den CNG-Kanilen zeigte der fraktionelle Calciumstrom von TRPM3a2 allerdings nur
eine geringfiigige Abhéingigkeit vom Haltepotential (Abbildung [6.14(C). Eine leichte Zu-
nahme von 25,1 £+ 0,6% auf 27,4 + 0,3% wurde bei Erhohung des Haltepotentials von
—95 mV auf —20 mV beobachtet.

Zusétzlich wurde auch noch die Abhéngigkeit des fraktionellen Calciumstromes von der

extrazelluliren Ca’t- Konzentration sowie von der An- bzw Abwesenheit bestimmter
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Abb. 6.14: Zusammenfassung der ermittelten fraktionellen Calciumstréme fiir
TRPM3a2, TRPMS8 und TRPV1 (A) Statistische Auswertung der fraktionellen Calci-
umstrome von TRPM3a2 in Anwesenheit von 35 M Pregnenolonsulfat, von TRPMS in Anwe-
senheit von 500 pM Menthol und von TRPV1 in Anwesenheit von 1 uM N-Vanilloylnonamid
bzw. Protonen (pH 5,5). (B,C) Abhéngigkeit des fraktionellen Calciumstromes von TRPM3a2
von der extrazelluldren Ca?*-Konzentration (n > 15) (B) und von der Spannung (n > 14) (C).
(D,E) Beeinflussung des fraktionellen Calciumstromes von TRPM3a2 durch extrazelluléires Na™t
(n = 15) (D) und durch extrazellulires Mg?* (n = 16) (E).

mono- und divalenter Kationen ermittelt. Erwartungsgeméf konnte mit zunehmender
Konzentration an extrazellulirem Ca®' auch eine Zunahme des fraktionellen Calciumstro-
mes beobachtet werden. Bei einer extrazelluliren Ca®"-Konzentration von 10 mM wurde
hierbei ein fraktioneller Calciumstrom von ungeféhr 50% erreicht (Abbildung|6.14B). Zur
Untersuchung des Einflusses von Mg*" auf den fraktionellen Calciumstrom wurde dieses
aus der Standardbadlosung entfernt. Mit Entfernung des Mg*" aus der Standarbadlésung
konnte eine Zunahme des fraktionellen Calciumstromes beobachtet werden. Der fraktio-
nelle Calciumstrom war mit 42,7 + 1,0% nahezu doppelt so hoch wie der in Anwesenheit
von Mg*" (Abbildung|6.14[). Folglich scheinen Ca®* und Mg®t um die Permeation durch

TRPM3a2 zu konkurrieren. Da in den vorangegangenen beiden Abschnitten gezeigt wur-
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de, dass Na™ im Vergleich zu Cs™ nur duferst geringe Einwértsstrome durch TRPM3a:2
trigt und zusitzlich noch den Cs™- und Ca®"-getragenen Einwértsstrom hemmt, wurde
zusitzlich auch noch dessen Einfluss auf den fraktionellen Calciumstrom von TRPM3a2
untersucht. Hierzu wurde Na® in der Standardbadlésung durch Cs™ ersetzt. Nach Er-
setzen des extrazelluliren Na® gegen Cs' wurde eine leichte, aber signifikante Abnahme
des fraktionellen Calciumstromes von 24,3 + 0,5% auf 21,6 + 0,6% beobachtet (Abbil-

dung 6.14D).

6.5 Diskussion

Um den TRPM3a2 zugrundeliegenden Permeationsmechanismus mono- und divalenter
Kationen besser verstehen zu kénnen, wurden in diesem Kapitel die zwischen den per-
meierenden Kationen auftretenden Interaktionen sowie deren mogliche Interaktion mit
dem Selektivitatsfilter in der Pore elektrophysiologisch untersucht.

Im ersten Teil dieses Kapitels, der sich vornehmlich mit der Permeation von Na™ durch
TRPM3a2 befasst, konnte zunéchst gezeigt werden, dass in Abwesenheit von divalenten
Kationen die Na't-getragenen TRPM3a2-Stréme sowohl in Ein- als auch in Auswiirts-
richtung deutlich kleiner sind als die Cs™-getragenen TRPM3a2-Stréme, obwohl sich die
in Kapitel [5| bestimmten relativen Permeabilititen von Na™ und Cs™ kaum voneinander
unterscheiden. Die Gréfen der K*- und Li*-getragenen TRPM3a2-Strome lagen zwi-
schen denen der Na™- und Cs™-getragenen TRPM3a2-Stréme, sodass anhand der Grofe
der Einwartsstrome folgende Permeationsreihenfolge fiir die monovalenten Kationen auf-
gestellt werden konnte: Cs* > Li* > K' > Na' (Eisenman Sequenz X [69]). Diese
Permeationsreihenfolge deutet auf eine monovalente Bindungsstelle mit hoher Feldstér-
ke (englisch ,strong field strengh binding site) in der Pore von TRPM3a2 hin. Hierbei
handelt es sich definitionsgeméf um eine Bindungsstelle geringen Durchmessers. Kleinere
Kationen, wie Na™, die aufgrund ihrer Gréfe niher an diese Bindungsstelle gelangen und
starkere elektrostatische Wechselwirkungen mit dieser eingehen konnen, werden bevorzugt
an diese gebunden [69]. Auch besitzen kleinere Kationen im Vergleich zu groferen Ka-
tionen eine hohere Ladungsdichte, sodass verstiarkte elektrostatische Wechselwirkungen
auch aufgrunddessen schon zu erwarten sind. Diese stirkeren elektrostatischen Wechsel-
wirkungen konnten somit fiir die im Vergleich zu Cs™ deutlich langsamere Permeation
von Na® durch TRPM3a2 verantwortlich sein. Auch ist anzunehmen, dass Na™ infolge
der daraus resultierenden verldngerten Verweildauer in der Pore die Permeation weite-
rer mono- und divalenter Kationen durch diese behindert und folglich einen permeanten
TRPM3a2-Blocker darstellt.

Zur Bestéatigung dieser aufgestellten Hypothese wurde im folgenden das anomale Mol-
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fraktionsverhalten zwischen Nat und Cs™ sowie die Spannungsabhiingigkeit der Na™-
Hemmung untersucht. Ein anomales Molfraktionsverhalten und eine spannungsabhéngige
Nat-Hemmung mit ,punch-through“-Effekt bei positiveren Potentialen, wie sie fiir einen
permeanten Kanalblocker erwartet wurden, konnten hier allerdings nicht beobachtet wer-
den. Eine Bestitigung der permeanten Blocker-Hypothese konnte somit fiir Na™ nicht
erbracht werden. Im Gegensatz zu Na™ konnte in Gegenwart von Ca*" jedoch sehr wohl
ein anomales Mofraktionsverhalten und eine spannungsabhéngige Hemmung mit ,,punch-
through“-Effekt bei positiveren Potentialen nachgewiesen werden. Der hierbei ermittelte
IC50-Wert der Ca*"-Hemmung von 1,2 mM bei —80 mV deutet auf das Vorhandensein
einer schwachaffinen Ca?*-Bindungsstelle in der Pore von TRPM3a2 hin. Im Vergleich
dazu besitzen CNG-Kanile, die wie TRPM3a2 ebenfalls zu den nichtselektiven Ca?*-
permeablen Kationenkanilen zéahlen (Pc,/Px = 1,7-8,0 [50]) eine deutlich héher affine
Ca®*-Bindungsstelle in der Pore (IC50 = 5-200 uM).

Im zweiten Teil dieses Kapitels wurde der Anteil des Gesamtstromes, der unter physio-
logischen Bedingungen durch Ca?' getragen wird, bestimmt. Dieser auch als fraktionelle
Calciumstrom bezeichnete Anteil des Gesamtstromes kann nicht aus den bisher erhobenen
Daten vorhergesagt werden. Auch die in Kapitel [5| ermittelten relativen Permeabilitdten
lassen keine Riickschliisse auf den fraktionellen Calciumstrom zu, da hier Interaktionen
zwischen permeierenden Kationen aufgrund der stark reduzierten Messbedingungen (bi-
ionische Messbedingungen) nicht erfasst werden. Der fiir TRPM3a2 ermittelte fraktionel-
le Calciumstrom betrug 24,3%. Vergleicht man diesen mit den ebenfalls hier ermittelten
fraktionellen Calciumstromen von TRPMS8 und TRPV1 so ist ein deutlicher Unterschied
feststellbar. Die fraktionellen Calciumstrome von TRPMS8 und TRPV1 lagen mit 3,5%
und 3,9% bzw. 2,4% um den Faktor 6-10 niedriger als der fraktionelle Calciumstrom von
TRPM3a2. Auch die fraktionellen Calciumstréme anderer Ca?"-permeabler Kationen-
kanéle (NMDA-, AMPA-, Kainat-, ATP-, nicotinischer Acetylcholinrezeptorkanile) liegen
mit Ausnahme der CNG-Kanéle deutlich niedriger als bei TRPM3a2 (Abbildung
[15]. Angaben zum fraktionellen Calciumstrom von TRPV1 sind auch in der Literatur zu
finden. Fiir den heterolog in HEK293-Zellen exprimierten TRPV1-Kanal wurde hierbei
unter Verwendung einer Standardbadlosung pH 5,5 ein fraktioneller Calciumstrom von
3,5 £ 0,3% [38] ermittelt und fiir den endogen in DRG-Neuronen exprimierten TRPV1-
Kanal unter Verwendung einer 3 uM Capsaicin-enthaltenden Standardbadlosung bzw.
einer Standardbadlésung pH 5,1 ein fraktioneller Calciumstrom von 4,3 4+ 0,2% bzw. 1,65
+ 0,11% [208]. Die hier ermittelten fraktionellen Calciumstrome von 2,4 + 0,1% (unter
Verwendung der Standardbadlésung pH 5,5) und 3,9 + 0,2% (unter Verwendung der 1 pM
N-Vanilloylnonamid-enthaltenden Standardbadlésung) liegen somit nahe an diesen Lite-

raturwerten. Grofere, systematische Fehler bei den hier durchgefiihrten Bestimmungen
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Fractional Ca* currents
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Abb.  6.15:  Ubersicht iiber die fraktionellen Calciumstréme verschiedener
Neurotransmitter-Rezeptoren. Abbildung iibernommen aus Burnashev, 1998 [15]

der fraktionellen Calciumstrome kénnen somit ausgeschlossen werden. Beim Vergleich der
beiden fiir TRPV1 ermittelten fraktionellen Calciumstrome war ein signifikanter Unter-
schied feststellbar. Der unter Verwendung der Standardbadlésung pH 5,5 ermittelte frak-
tionelle Calciumstrom lag signifikant niedriger als der unter Verwendung der 1 puM N-
Vanilloylnonamid-enthaltenden Standardbadlésung ermittelte fraktionelle Calciumstrom.
Fiir den endogen in DRG-Neuronen exprimierten TRPV1-Kanal wurde bereits gezeigt,
dass mit abnehmenden, extrazelluliren pH-Wert auch eine Abnahme des fraktionellen
Calciumstromes (pH 6,1: 2,4 + 0,1%; pH 5,6: 2,1 + 0,1%; pH 5,1: 1,7 4+ 0,1%) zu beo-
bachten ist [208]. Mit dieser Beobachtung lasst sich auch der hier festgestellte, signifikante
Unterschied zwischen den beiden fiir TRPV1 ermittelten fraktionellen Calciumstrémen
erklaren. Von anderen TRP-Kanilen liegen zur Zeit noch keine Literaturwerte zum frak-
tionellen Calciumstrom vor. Ein Grund liegt im Fehlen schnell wirksamer Agonisten.
Auch konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass der fraktionelle Calciumstrom von
TRPM3a2 nur eine geringfiigige Abhéngigkeit von der Spannung aufzeigt. Bei Erh6hung
des Haltepotential von —95 mV auf —20 mV war lediglich eine Zunahme des fraktionellen
Calciumstromes von 25,1 + 0,6% auf 27,4 4+ 0,3% beobachtbar. Bei CNG-Kanélen zeigt
der fraktionelle Calciumstrom dagegen eine deutlich stirkere Abhingigkeit der Spannung.
Bei Erhohung des Haltepotentials von —90 mV auf —30 mV unter Bedingungen von re-
duziertem, extrazelluliren Ca*" war hier eine Zunahme des fraktionellen Calciumstromes
von 7 £+ 1% auf 24 £4 % beobachtbar [37]. Entgegen der geringfiigigen Abhéngigkeit von
der Spannung zeigt der fraktionelle Calciumstrom von TRPM3a2 jedoch eine starke Ab-
hiingigkeit von der extrazelluliren Ca’*"-Konzentration. Mit zunehmender extrazellulérer
Ca?"-Konzentration wurde, wie erwartet, eine Erhthung des fraktionellen Calciumstromes

beobachtet. Desweiteren wurde auch noch der Einfluss des in der Standardbadlosung ent-

108



INTERAKTIONEN ZWISCHEN KATIONEN IN DER TRPM3-PORE

haltenen Mg®" auf den fraktionellen Calciumstrom von TRPM3a2 untersucht. Wie bereits
im vorangegangenen Kapitel gezeigt werden konnte, besitzt TRPM3a2 neben einer ho-
hen Permeabilitit fiir Ca*" auch noch eine hohe Permeabilitit fiir Mg*™. Mg*"-getragene
Einwértsstrome wurden dort in Abwesenheit anderer mono- und divalenter Kationen un-
ter Verwendung einer 2 mM, 10 mM, 60 mM und 120 mM Mg?*-Lésung nachgewiesen.
Die hier nach Entfernung des Mg*™ aus der Standardbadlésung beobachtbare Zunahme
des fraktionellen Calciumstromes legt nahe, dass auch unter physiologischen Bedingungen
Mg*" TRPM3a2 passiert und mit Ca®*t um die Bindungsstelle in der Pore konkurriert.
Eine direkte Bestimmung des fraktionellen Magnesiumstromes ist bislang nicht moglich,
da keine spezifischen Mg?*-Indikatoren zur Verfiigung stehen. Durch Austausch des extra-
zelluliren Na® gegen Cs™ in der Standardbadlésung wurde anschlieRend die oben aufge-
stellte, jedoch noch nicht bestitigte Hypothese, dass es sich bei Na* um einen permeanten
TRPM3a2-Blocker handelt, iiberpriift. Eine signifikante Abnahme des fraktionellen Cal-
ciumstromes, wie sie bei Richtigkeit der Hypothese erwartet wurde, wurde zwar hier beo-
bachtet, diese war aber deutlich geringer als angenommen. Erwartet wurde aufgrund des
19-fach héheren Einwértsstromes von Cs™ gegeniiber Na™ ein fraktioneller Calciumstrom
von 2,1-2,2%, d.h. eine Abnahme um 22,1-22,2%. Eine Bestatigung der oben aufgestellten
Hypothese konnte somit auch mit Hilfe der fraktionellen Calciumstrom-Messungen nicht
erbracht werden.

Eine weitere mogliche Erklirung fiir die geringen Na'-getragenen Ein- und Auswiirts-
strome konnte auch eine verstirkte Inaktivierung des TRPM3a2-Kanals in Gegenwart von
Na™ sein. Der verstirkten Inaktivierung, d.h. der verringerten Offnungszeit des TRPM3a:2-
Kanals konnte eine Destabilisierung des Kanals nach Bindung von Na™, die zu seinem
vorzeitigen SchlieRen des Kanals fiihrt, zugrundeliegen. Das in Gegenwart von Na™, nicht
jedoch in Gegenwart von Cs' und Ca®" beobachtbare starke Rauschen des TRPM3a2-
Stromes (Abbildung [6.4B) deutet auf ein schnelles Schliefen des Kanals nach Bindung
von Na' an eine vermutlich in der Porenregion von TRPM3a2 gelegene Bindungsstelle
hin sowie auf ein erneutes Offnen nach dessen Dissoziation von dieser Bindungsstelle. Eine

Bestétigung dieser Hypothese kénnten zukiinftige Einzelkanalmessungen erbringen.
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7 Regulation der TRPM3 Kanalaktivitat durch Katio-

nen

7.1 Zusammenfassung

In den Zellmembranen nahezu aller Zellen befinden sich Ionenkanile, die es Ionen er-
lauben, die ansonsten impermeablen Membranen zu durchqueren. Der Ionentransport
durch die Ionenkanéle wird hierbei durch eine Vielzahl verschiedenster Mechanismen re-
guliert. Auch die Ionen selbst konnen in die Regulation der Ionenkanile involviert sein.
Aus diesem Grund wurde in diesem Kapitel der Einfluss verschiedenster mono-, di- und
trivalenter Kationen auf die Aktivitdt von TRPM3a1 und TRPM3a2, zwei durch alterna-
tives Spleiffen gebildete und sich ausschliefslich in der mutmaflichen Porenregion vonein-
ander unterscheidende TRPM3-Kanile, mit Hilfe der Elektrophysiologie untersucht. Ziel
war es, einerseits einen Einblick in die Regulationsmechanismen beider Kanéle zu bekom-
men und andererseits Unterschiede und Gemeinsamkeiten untereinander und zu anderen
TRP-Kanalen aufzudecken.

Gezeigt werden konnte in diesem Kapitel, dass sowohl die Aktivitit von TRPM3a2 als
auch die von TRPM3al durch extrazellulare Protonen reguliert wird. Unterschiede in
der pH-Wert-Regulation beider Kanéle waren hierbei nicht feststellbar. Interessanterweise
zeigte sich bei TRPM3a2 jedoch ein Unterschied in Anwesenheit seines Agonisten Preg-
nenolonsulfat, was auf eine verdnderte Lage protonierbarer Aminosduren infolge einer
Konformationsdnderung nach Agonistbindung hindeutet. Die in Gegenwart von extrazel-
luldren Protonen beobachtete Hemmung haben TRPM3al und TRPM3a2 mit TRPV5,
TRPV6 und TRPM5 gemeinsam. TRPM7, der TRPM3 sehr nahe steht und zahlreiche
Gemeinsamkeiten mit diesem aufweist, wird dagegen durch extrazellulare Protonen po-
tenziert. Infolgedessen stellt die unterschiedliche Regulation durch extrazelluldre Protonen
ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal von TRPM3 und TRPM7 dar. Auch Lanthanoi-
de (Gd*", La*") und Rutheniumrot fiihrten in mikromolaren Konzentrationen zu einer
Hemmung beider Kanile. In Gegenwart niedriger mikromolarer Konzentrationen an Gd3*
und La*" war bei TRPM3a2 jedoch, dhnlich wie auch schon fiir TRPC4 und TRPC5 ge-
zeigt, eine schwache Potenzierung des Einwértsstromes beobachtbar. Beschrieben wurde
fiir TRPM3a2 und TRPM3al auch schon eine Hemmung durch intrazellulires Mg*". Eine
Hemmung von TRPM3a2 in Gegenwart erhohter intrazelluldrer Mg*"-Konzentrationen
wurde auch hier sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit des Agonisten Pregnenolonsulfat
festgestellt. Die zur halbmaximalen Hemmung benétigten Mg®-Konzentrationen lagen im
physiologischen Bereich. Auch fiir die TRPM3 sehr nahestehenden Ionenkanile TRPM6

und TRPMT7 konnte bereits eine solche Hemmung gezeigt werden. Neben diesen Gemein-
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samkeiten weisen TRPM3a2 und TRPM3al jedoch auch regulatorische Unterschiede auf.
So wird die Aktivitit von TRPM3a2 durch extrazellulire, monovalente (Na®, K*) und
divalente Kationen (Ca®", Mg*"), die Aktivitit von TRPM3al jedoch nur durch extra-
zelluldre, divalente Kationen reguliert. Ausfiihrlich untersucht wurde in diesem Kapitel
die Hemmung von TRPM3a2 durch verschiedenste extrazelluldre, monovalente Katio-
nen (Na*, K*, Cs™, Li", NH;© und NMDG™). Der Schwerpunkt wurde hierbei auf die
Hemmung durch extrazellulires Na™ gelegt, da dieses das wichtigste Kation des Extrazel-
luldrraumes darstellt. Auferdem zeigen nur dufserst wenige lonenkanélen eine solche Hem-
mung, was insbesondere fiir die Identifizierung endogen exprimierter TRPM3a2-Kanélen
von Bedeutung ist. Die in diesem Kapitel gezeigten Ergebnisse konnen zur Unterscheidung
von TRPM3al und TRPM3a2 sowie zu deren Abgrenzung von anderen TRP-Kanélen
herangezogen werden. Gemeinsamkeiten zwischen beiden Kanélen sowie zu anderen TRP-

Kanélen erlauben desweiteren Riickschliisse auf gemeinsame Funktionsprinzipien.

7.2 Einleitung

Die TRP-Proteinfamilie bildet eine sehr heterogene Familie von Kationenkanélen. Diese
unterscheiden sich nicht nur in ihren Permeations- und Selektivitatseigenschaften, sondern
auch in ihren Aktivierungs- und Regulationsmechanismen.

Bei der Aktivierung und Regulation der TRP-Kanile spielen neben intra- und extra-
zelluldren Botenstoffen und chemischen, mechanischen und osmotischen Reizen auch noch
verschiedenste mono-, di- und trivalente Kationen eine bedeutende Rolle [25]. Monovalente
Kationen wie beispielsweise Protonen regulieren die Aktivitdt von TRPM5, TRPM?7,
TRPV1, TRPV5 und TRPVG6 in unterschiedlichster Art und Weise. So fiihren pH-Wert-
Erniedrigungen einerseits zu einer Potenzierung von TRPV1 [83] und TRPM7 [82] und
andererseits zu einer Hemmung von TRPV5 [204] 205], TRPV6 [204] und TRPM5 [106].
Divalente Kationen wie beispielsweise Ca*™ und Mg?", sind nicht nur permeable Kationen
fiir zahlreiche TRP-Kanéle sondern auch in deren Regulation involviert. Hierbei regulieren
sie deren Aktivitdt nicht nur von der extrazellularen sondern auch von der intrazellularen
Seite her [25]. So stellt intrazelluldres Mg®" beispielsweise einen wichtigen Regulator fiir
die Aktivitiat von TRPM6 und TRPM?7 dar [122, 190]. Trivalente Kationen wie Gd** und
La*" werden hiufig aufgrund des Fehlens spezifischer Antagonisten als Blocker von selek-
tiven und nichtselektiven, Ca®*"-permeablen Kationenkanélen eingesetzt. Auch zahlreiche
TRP-Kanile werden durch Gd®* und La®* blockiert [84]. Die zur Blockade erforderlichen
Konzentrationen liegen hierbei im mikro- bis millimolaren Bereich. Eine Ausnahme bil-
det der Drosophila TRP-Kanal, der schon durch nanomolare Konzentrationen blockiert
wird [67, [72]. Als Besonderheit zeigen TRPC4 und TRPC5 in Gegenwart mikromolarer
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Konzentrationen eine Potenzierung. In Gegenwart millimolarer Konzentrationen werden
jedoch auch sie durch Gd*" und La*" blockiert [84]. Neben Gd** und La*" wird auch
die hexavalente Verbindung Rutheniumrot héufig als unspezifischer Blocker von TRP-
Kanilen eingesetzt. Rutheniumrot blockiert hierbei neben allen Mitgliedern der TRPV-
Proteinfamilie (TRPV1-TRPV6) auch noch TRPMS8 und TRPA1 [150]. Die zur Blockade
erforderlichen Konzentrationen liegen im mikromolaren Bereich [I50).

In diesem Kapitel wurde nun der Einfluss dieser verschiedenen mono-, di- und triva-
lenten Kationen auf die Aktivitdt der beiden TRPM3-Spleiftvarianten TRPM3al und
TRPM3a2 untersucht. TRPM3a1 und TRPM3a2 unterscheiden sich beide ausschlieflich
in der mutmaflichen Porenregion zwischen fiinfter und sechster Transmembrandoméne
voneinander. Bei TRPM3a2 ist hier eine 12 Aminoséuren lange Sequenz deletiert und ein
Alanin zu Prolin substituiert. Infolge dieses Unterschiedes weisen beide sehr unterschied-
liche biophysikalische Eigenschaften auf. Unterschiede sind in der konstitutiven Aktivitét,
im Aktivierungsmechanismus sowie in den Permeations- und Selektivitétseigenschaften
zu finden. Wéhrend TRPM3al eine hohe konstitutive Aktivitdt und eine geringe Per-
meabilitat fiir divalente Kationen aufweist, zeichnet sich TRPM3a2 durch eine geringe
konstitutive Aktivitdt und eine hohe Permeabilitét fiir divalente Kationen aus [129] (siehe
auch Kapitel . Im Gegensatz zu TRPM3al, der durch Pregnenolonsulfat dosisabhéngig
gehemmt wird, wird TRPM3a2 durch Pregnenolonsulfat dosisabhéingig aktiviert (siehe
Kapitel . Bei der in diesem Kapitel durchgefiihrten Untersuchung des Einflusses mono-,
di- und trivalenter Kationen auf die TRPM3al- und TRPM3a2-Aktivitiat interessierte
es insbesondere, ob regulatorische Unterschiede zwischen TRPM3al und TRPM3a2 auf-
treten. Bereits gezeigt werden konnte, dass sowohl die Aktivitdt von TRPM3a2 als auch
die Aktivitit von TRPM3al durch extrazellulires Ca*" und Mg®" und intrazellulires
Mg®" gehemmt wird. Die Aktivitdit von TRPM3a2 wird aukerdem noch durch extrazel-
luléire monovalente Kationen (Na*, K*) reguliert [129]. Auch interessierte es, ob sich die
Regulation von TRPM3a2 durch mono- und divalente Kationen in Anwesenheit des Ago-
nisten Pregnenolonsulfat verdndert. Eine verdnderte Regulation kénnte auf eine durch
Bindung von Pregnenolonsulfat bedingte, verdnderte Konformation von TRPM3a2 hin-
weisen. Mit den Ergebnissen lassen sich desweiteren Vergleiche zu anderen TRP-Kanélen
ziehen. Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Regulation von TRPM7, der TRPM3
sehr nahe steht und zahlreiche Gemeinsamkeiten (Hemmung durch intrazellulires Mg**
wie bei TRPM3al und TRPM3a2, hohe Permeabilitiit fir Ca®™ und Mg®" sowie weite-
re Spuren- und Schwermetalle wie bei TRPM3a2) mit diesem aufweist, sind hierbei von
besonderer Bedeutung. Wahrend Unterschiede zur Unterscheidung beider Kanile heran-
gezogen werden konnen, erlauben weitere Gemeinsamkeiten Riickschliisse auf gemeinsame

Funktionsprinzipien.
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7.3 Materialien und Methoden
7.3.1 Materialien

Mit Ausnahme der extra- und intrazelluldren Losungen, die fiir die elektrophysiologischen
Messungen eingesetzt wurden, sind die iibrigen in diesem Kapitel verwendeten Materia-
lien in Kapitel [3] Abschnitt [3.1] aufgefiihrt.

LOSUNGEN FUR DIE ELEKTROPHYSIOLOGIE

In allen Experimenten wurde als extrazellulare Losung die in Tabelle aufgefiihrte
Standardbadlésung (Losung E1) und als intrazelluldre Losung eine der in Tabelle [7.9/ und
aufgefiihrten Cs*-haltigen Losungen (Losung I1-17) verwendet.

Zur Untersuchung der Hemmung von TRPM3a2 durch intrazellulires Mg*" wurden der
intrazelluldren Cs™-Losung I3 unterschiedliche Konzentrationen an Mg®" zugesetzt (Ta-
belle [7.10). Gleichzeitig wurde in diesen Losungen die CsCl-Konzentration entsprechend
erniedrigt, um eine Osmolalitit von 330 mosmol - kg™ nicht zu iiberschreiten. Die freie
Mg?*-Konzentration, die mit Maxchelator (http://www.stanford.edu/~cpatton /webmaxc
S.htm) berechnet wurde, betrug in Losung 13 0 mM, in Lésung 14 1 mM, in Losung I5 3
mM und in Lésung 16 10 mM.

Zur Untersuchung der Hemmung von TRPM3a2 durch extrazellulires NMDG™, Na™,
K*, Cs*, Li*, NHyt und Cholin wurden 10 mM Ca?'-Losungen, die 3-5 mM des ent-
sprechenden monovalenten Kations enthielten (Losung E7.2; 7.4; 7.6; 7.8; 7.10; 7.12; 7.14),
und 10 mM Ca?**-Losungen, die 139-145 mM des entsprechenden monovalenten Kations
enthielten (Losung E7.1; 7.3; 7.5; 7.7; 7.9; 7.11; 7.13), hergestellt (Tabelle und in
unterschiedlichen Verhéltnissen miteinander gemischt. Die finalen NMDG™-, Na®-, K*-,
Cs*-, Li*-, NH;"- und Cholinkonzentrationen wurden anschlieRend mit Hilfe des Mi-
schungskreuzes berechnet. Zusétzlich wurde auch noch eine monovalentfreie Losung her-
gestellt (Tabelle . Zur Untersuchung der Hemmung von TRPM3a2 durch extrazellu-
lares Na™ und extrazellulires NMDG™" in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat wurden die
5 mM Ca?*-Losungen E5.1 und E5.2 und die 5 mM Ca?*-Lésungen E5.3 und E5.4 herge-
stellt (Tabelle und in unterschiedlichen Verhiltnissen gemischt. Die finalen Na*- und
NMDG -Konzentrationen wurden auch hier mit Hilfe des Mischungskreuzes berechnet.
Eine Reduktion der Ca®"-Konzentration von 10 mM auf 5 mM wurde vorgenommen, um
der raschen Inaktivierung des TRPM3a2-Stromes in Gegenwart von Pregnenolonsulfat
entgegenzuwirken. Eine divalentfreie, EGTA-/EDTA-haltige Nat-Losung (Lésung E4),
die anstelle der Standardbadlésung in diesen Experimenten eingesetzt werden sollte, wur-

de aus denselben Griinden hergestellt (Tabelle [7.4)).
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Zur Untersuchung der pH-Wert-Sensitivitdt von TRPM3a1l und TRPM3a2 (in Anwesen-
heit von Pregnenolonsulfat) wurden Standardbadlésungen mit pH-Werten zwischen 9,0
und 4,0 hergestellt (Tabelle . Bei den Losungen E2.1-E2.3 wurde Tris (optimaler pH-
Bereich zwischen pH 7,0 - 9,0), bei den Losungen E2.4-E2.7 HEPES (optimaler pH-Bereich
zwischen pH 6,8 - 8,2), bei den Losungen E2.8-E2.11 MES (optimaler pH-Bereich zwischen
pH 5,5 - 6,7), und bei den Losungen E2.12-E2.14 Citrat (optimaler pH-Bereich zwischen
pH 3,0 und 6,2) als Puffer verwendet. Da Citrat sowohl Ca*" als auch Mg®" komplexiert,
mussten in den citrat-haltigen Losungen (Losung E2.12-E2.14) hohere Konzentrationen
an Ca’" und Mg®" eingesetzt werden, um freie Konzentrationen von 2 mM zu erreichen.
Die Berechnung der einzusetzenden Ca?"- und Mg®"-Konzentrationen erfolgte wiederum
mit Maxchelator. Zur Untersuchung der pH-Wert-Sensitivitdt von TRPM3a2 (in Abwe-
senheit von Pregnenolonsulfat) wurden 10 mM Ca?"-Losungen mit pH-Werten zwischen
9,0 und 5,0 eingesetzt (Tabelle . Auch diese Losungen enthielten in Abhéngigkeit von
einzustellenden pH-Wert entweder Tris, HEPES oder MES als Puffer. Um einen Effekt
der unterschiedlichen Puffer auf TRPM3al und TRPM3a2 ausschlieken zu kénnen, wur-
den die pH 8,0-Losungen sowohl mit Tris als auch mit HEPES und die pH 6,8-Lésungen
sowohl mit HEPES als auch mit MES hergestellt (Tabelle und [7.6).

Zur Untersuchung der Hydrolyseempfindlichkeit von Pregnenolonsulfat wurden drei Lo&-
sungen identischer Zusammensetzung in einer unterschiedlichen Art und Weise hergestellt
(Tabelle [7.8). Die erste Losung (Losung E8) wurde zunéichst mit NaOH auf pH 4,0 und
die zweite Losung (Losung E9) auf pH 5,0 eingestellt. Anschliefslend wurde beiden Losun-
gen 35 uM Pregnenolonsulfat zugesetzt und zwei Stunden inkubiert. Eine Veréinderung
des pH-Wertes nach Zusatz von Pregnenolonsulfat war nicht beobachtbar. Auch wahrend
der zweistiindigen Inkubationszeit konnte keine Verdnderung des pH-Wertes festgestellt
werden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der pH-Wert beider Losungen mit NaOH
auf pH 7,2 eingestellt. Die dritte Losung (Losung E10) wurde direkt mit NaOH auf pH 7,2
eingestellt. Anschliekend wurde auch dieser Losung 35 M Pregnenolonsulfat zugesetzt.
Zur Gewahrleistung eines stabilen pH-Wertes sowohl bei pH 4,0 bzw. pH 5,0 als auch bei
pH 7.2 wurde allen drei Losungen sowohl 5 mM Citrat als auch 5 mM HEPES als Puffer
zugesetzt. Da das in den Losungen enthaltene Citrat sowohl Ca®" als auch Mg*" komple-
xiert, lag in den Lésungen nur 0,13 mM Ca®" und 0,14 mM Mg** frei vor. Die Berechnung
der freien Ca®*- und Mg®*-Konzentrationen erfolgte auch hier mit Maxchelator.

Zur Untersuchung des Einflusses von Lanthanoiden und Rutheniumrot auf die Aktivitét
von TRPM3al und TRPM3a2 wurde die Standardbadlosung E1 eingesetzt, der in Ab-
hiingigkeit von jeweiligen Experiment unterschiedliche Konzentrationen an Gd**, La®"

oder Rutheniumrot zugesetzt wurden.
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Extrazellulare Losungen

Tabelle 7.1: Standard-Badlosung

Nr Nat Cst KT Ca2t  Mg*t  CI”

HEPES D-Glucose

E1 142-149 10 3 2 2 160-167 10 3-15
pH-Wert: 7,2-7.3

Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 321-333

Tabelle 7.2: Standard-Badlosung pH 9,0 - 4,0

Nr pH Na™ Cs™ K™ Ca%t Mg2Jr Cl™ Puffer  D-Glucose
E2.1 9,0 145 10 3 2 2 167 10 10
E2.2 8,5 145 10 3 2 2 169 10 3
E2.3 8,0 145 10 3 2 2 172 10 3
E2.4 8,0 153 10 3 2 2 166 10 3
E2.5 7,9 150 10 3 2 2 166 10 3-6
E2.6 7,0 147-148 10 3 2 2 166 10 3-9
E2.7 6,8 147 10 3 2 2 166 10 6
E2.8 6,8 153 10 3 2 2 166 10 6
E2.9 6,9 152 10 3 2 2 166 10 6
E2.10 6,0 149 10 3 2 2 166 10 6-12
E2.11 55 147 10 3 2 2 166 10 9-12
E2.12 5,0 158159 10 3 3,5 3,3 172 5 -
E2.13 45 155-156 10 3 2.8 2,7 169 5 -
E2.14 40 152-153 10 3 2,3 2,2 167 5 5

pH-Wert: siehe Tabelle

(Puffer in E2.1-E2.3: Tris, E2.4-E2.7: HEPES, E2.8-2.11: MES, E2.12-2.14: Citrat)

Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 320-330

Tabelle 7.3: Monovalentfreie Losung

Nr Ca?t Mg*t  NMDG* CI- HEPES Mannit
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]

E3 2 2 3 8 10 280

pH-Wert: 7,2
Osmolalitdt [mosmol - kg™']: 321
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Tabelle 7.4: Divalentfreie Losung

Nr Nat Cst Cl™ EGTA EDTA HEPES D-Glucose Mannit

[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E4 145 - 130 2 2 10 53 -
pH-Wert: 7.2

Osmolalitit [mosmol - kg™']: 325

Tabelle 7.5: 5 mM Ca?*-Lésungen

Nr Ca?t Nat NMDG™T Cl- HEPES Mannit
E5.1 5 148,6 - 155 10 30
E5.2 5 3,9 - 10 10 285
E5.3 5 - 145 143 10 55

E5.4 5 - 3,4 10 10 310
pH-Wert: 7,2

Osmolalitét [mosmol - kg™']: 328-330

Tabelle 7.6: 10 mM Ca?"-Losungen pH 9,0 - 5,0

Nr pH Ca’f ClI™ Cholin  Tris HEPES MES Mannit
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E6.1 9,0 10 21 - 10 - - 265
E6.2 85 10 23 - 10 - - 265
E6.3 8,0 10 25 - 10 - - 265
E6.4 8,0 10 20 9 - 10 - 260
E6.5 75 10 20 6 - 10 - 265
E6.6 7,0 10 20 3 - 10 - 265
E6.7 6,8 10 20 2 - 10 - 265
E6.8 6,8 10 20 8 - - 10 265
E6.9 6,5 10 20 7 - - 10 265
E6.10 6,0 10 20 4 - - 10 268
E6.11 55 10 20 2 - - 10 268

pH-Wert: siehe Tabelle
Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 321-329
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Tabelle 7.7: 10 mM Ca?"-Losungen

Nr Ton Ca?t Cs™ Cl™ X HEPES Mannit D-Glucose

[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
E7.1 NMDG™ 10 - 164-158 140 10 - 10-22
E7.2 NMDG™ 10 - 20 3-4 10 265-267 -
E7.3 Na™ 10 - 160 144 10 - 17
E74  Na® 10 - 20 3-4 10 270-271 -
E7.5 K+ 10 10 165 139 10 - 10
E7.6 KT 10 10 30 4 10 250 -
E7.7 Cs™ 10 - 160 143 10 - 30
E7.8 Cs™ 10 - 20 4 10 250-265 -
E5.9 Lit 10 - 160 144 10 - 20
E7.10 Lit 10 - 20 3 10 265 -
E7.11 NHy™* 10 - 160 145 10 - 23
E7.12 NHy* 10 - 20 5 10 265 -
E7.13  Cholin 10 - 160 143 10 - 26
E7.14 Cholin 10 - 20 4 10 265 -

pH-Wert: 7,2

Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 321-330

Tabelle 7.8: Inkubationslésungen

Nr Nat Cs* K+ Ca?™ Mg?t - HEPES Citrat  D-Glucose
E8-10 162 10 3 1 1 162 5 ) 10
pH-Wert: 7,2

Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 327-329
Intrazellulare Losungen

Tabelle 7.9: Intrazelluldre Losungen mit EGTA

Nr Cs* Asp™ ClI™ EDTA EGTA ATP HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]

11 165-173 100 45-46 - 10 - 10 0-3

12 168 90 45 5 5 4 (Na) 10 3

pH-Wert: 7,2

Osmolalitéit [mosmol - kg™']: 304-309
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Tabelle 7.10: Intrazellulare Losungen mit BAPTA

Nr Cs* Mg+ Asp™ Cl™ EDTA BAPTA ATP HEPES D-Glucose
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM] [mM]

I3 187-189 - 80 45 5) 10 4 (Na) 10 -

14 185 99 80 50 5 10 4 (Na) 10 10

I5 181 12,7 80 51 5 10 4 (Na) 10 8

16 169 21,2 80 99 5) 10 4 (Na) 10 10

I7 189-192 - 80 45 5) 10 4 (Tris) 10 -

pH-Wert: 7,2-7.3
Osmolalitit [mosmol - kg™ *]: 303-312

Stocklosungen

Pregnenolonsulfat wurde in Wasser (Stocklosung: 3,5 mM) gelést. Die Ionenkonzentra-
tionen in den 7 uM-, 10,5 M und 35 uM Pregnenolonsulfat-haltigen Loésungen lagen
aufgrunddessen um 0,2%, 0,3% und 1% niedriger als angegeben.

7.3.2 Methoden

Die nachfolgend gezeigten tight-seal, whole-cell Patch-clamp-Messungen wurden, wie in

Kapitel [3] Abschnitt [3.2] beschrieben, durchgefiihrt.
EXPERIMENTELLE DURCHFUHRUNG

Hemmung durch intrazellulares Magnesium

Zur Untersuchung der Hemmung von TRPM3a2 durch intrazellulires Mg?" in Anwesen-
heit des Agonisten Pregnenolonsulfat wurden als intrazelluldre Losungen abwechselnd die
Losungen 13, 14, 15 und 16, die unterschiedliche Konzentrationen an freiem Mg®" enthiel-
ten, eingesetzt. Da bei verlangerter, extrazellularer Applikation einer 35 uM Pregnenolon-
sulfat-enthaltenden Standardbadlosung eine Inaktivierung des Pregnenolonsulfat-indu-
zierten TRPM3a2-Stromes zu beobachten war, wurde deren Applikation auf 10 Sekun-
den begrenzt. Die Applikation erfolgte 135 Sekunden nach Ubergang in die whole-cell-
Konfiguration. Bei einen durchschnittlichen Serienwiderstand von 7,6 + 0,4 M) sollte
sich innerhalb dieses Zeitraumes die intrazellulare Losung zu tiber 63,2% mit dem Zytosol
der Zelle ausgetauscht haben und eine mogliche Hemmung beobachtbar sein [148]. Fir
diese Abschétzung wurde der von Postma et al. angegebene Diffusionskoeffizient fiir Mg®*

herangezogen [144], aus dem die Mg**-Diffusionsrate mit Hilfe der von Pusch und Neher
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veroffentlichten Daten abgeschétzt wurde [148].

Hemmung durch extrazellulire monovalente Kationen

Zur Untersuchung der Hemmung von TRPM3a2 durch extrazelluldre, monovalente Kat-
ionen in Ab- und Anwesenheit des Agonisten Pregnenolonsulfat wurde die monovalentfreie
Losung E3 mit und ohne Zusatz von 10,5 uM Pregnenolonsulfat eingesetzt. Die Applika-
tion erfolgte fiir jeweils 10 Sekunden. Als intrazelluldre Losung wurde eine divalentfreie,
Cs™-haltige Losung (Losung 17) verwendet.

Zur Untersuchung der Hemmung von TRPM3a2 durch extrazellulires Na™, NMDGT,
Cs™, Lit, K*, NH,* und Cholin in Abwesenheit des Agonisten Pregnenolonsulfat wurden
die 10 mM Ca®"-Losungen E7.1-E7.14 und die daraus hergestellten Losungen eingesetzt.
Die Applikation der Lésungen erfolgte fiir jeweils 10 Sekunden. Als intrazelluldre Losung
wurde eine divalentfreie, Cs*-haltige Losung (Lésung 11) verwendet.

Zur Untersuchung der Hemmung von TRPM3a2 durch extrazellulires Na™ und NMDG™
in Anwesenheit des Agonisten Pregnenolonsulfat wurden die 5 mM Ca*"-Losungen E5.1-
E5.4 und die daraus hergestellten Losungen eingesetzt. Den Losungen wurden zuséatzlich
noch 7 uM Pregnenolonsulfat zugesetzt. Anstelle einer 7 uM Pregnenolonsulfat-enthalten-
den Standardbadlésung wurde in diesem Experiment eine 7 M Pregnenolonsulfat-enthal-
tende, divalentfreie Na®-Losung (Losung E4) verwendet, um eine Inaktivierung des Pregne-
nolonsulfat-induzierten TRPM3a2-Stromes weitestgehend zu verhindern. Die Applika-
tion der Losungen erfolgte nach maximaler Aktivierung des Pregnenolonsulfat-induzierten
TRPM3a2-Stromes fiir jeweils 7-10 Sekunden. Die Stromgréfsen des TRPM3a2-Stromes,
die bei Applikation der Losung E7.2 und E7.4 in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat bzw.
der Losung E5.1 bzw. E5.3 in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat erzielt wurden, dienten
bei der nachfolgenden Auswertung der Experimente als Bezugswerte. Durch die auf die
Losung E7.2 bzw. E7.4 in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat bzw. die Losung E5.1 bzw.
E5.3 in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat bezogenen Werte wurden anschlieffend mit
GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, USA) Hill-Funktionen gefittet, wobei im ersten
Fall die Minima konstant bei 0 und die Maxima konstant bei 1 und in zweiten Fall nur
die Minima konstant bei 0 gehalten wurden. Zur besseren Ubersicht wurden die auf die
Losung E5.1 und E5.3 bezogenen Werte noch auf die aus den Fits erhaltenen Maxima
normalisiert. Als intrazellulire Losung wurde eine divalentfreie, Cs-haltige Losung (Lo-

sung 12) eingesetzt.

Hemmung durch extrazelluldre Protonen
Zur Untersuchung der pH-Sensitivitdt von TRPM3al und TRPM3a2 kamen Standard-
badlosungen (Losung E2.1-E2.11), die pH-Werte zwischen pH 9,0 und 4,0 aufwiesen, zum
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Einsatz. Im Falle von TRPM3a2 wurden den Standardbadlésungen noch Pregnenolonsul-
fat in einer Konzentration von 35 uM zugesetzt. Die Applikation der Losungen erfolgte bei
TRPM3al nach maximaler Aktivierung des TRPM3al1-Stromes und bei TRPM3a2 nach
maximaler Aktivierung des Pregnenolonsulfat-induzierten TRPM3a2-Stromes fiir jeweils
10 Sekunden. Die unmittelbar vor Applikation der Standardbadlésungen ermittelte Strom-
grofe des TRPM3a1-Stromes bei pH 7,2 und der Mittelwert der unmittelbar vor und nach
Applikation der Standardbadlosungen ermittelten Stromgrofsen des TRPM3a2-Stromes
bei pH 7,2 dienten bei der nachfolgenden Auswertung der Experimente als Bezugswerte.
Durch die so erhaltenen Werte wurden anschliefsend mit GraphPad Prism (GraphPad,
San Diego, USA) Hill-Funktionen gefittet, wobei die Minima konstant bei Null gehalten
wurden.

Zur Untersuchung der pH-Sensitivitat von TRPM3a2 in Abwesenheit des Agonisten Preg-
nenolonsulfat wurden 10 mM Ca?*-Lésungen (Losung E6.1-E6.11), die pH-Werte zwischen
pH 9,0 und 5,5 aufwiesen, eingesetzt. Die Applikation der Losungen erfolgte auch hier fiir
jeweils 10 Sekunden. Die Stromgrofse des TRPM3a2-Stromes bei pH 9,0 diente bei der
nachfolgenden Auswertung des Experiments als Bezugswert. Durch die so erhaltenen Wer-
te wurde anschlieffend auch hier mit GraphPad Prism eine Hill-Funktion gefittet, wobei
das Minimum wiederum konstant bei Null gehalten wurde.

Um einen Effekt der in den Losungen eingesetzten unterschiedlichen Puffer auf TRPM3a1
und TRPM3a2 ausschlieffen zu kénnen, wurde eine mit Tris-eingestellte und eine mit
HEPES-eingestellte Standardbadlésung pH 8,0 (Losung E2.3, Losung E2.4) bzw. 10 mM
Ca®"-Losung pH 8,0 (Lésung E8.3, Losung E8.4) sowie eine mit HEPES-eingestellte und
eine mit MES-eingestellte Standardbadlésung pH 6,8 (Losung E2.7, Losung E2.8) bzw.
10 mM Ca*"-Lésung pH 6,8 (Losung E6.7, Losung E6.8) an denselben Zellen vermessen.
Als intrazellulire Losung wurden in diesen Experimenten eine divalentfreie, Cs*-haltige
Losung (TRPM3al: Losung 11, TRPM3a2: Losung 12 in Abwesenheit und Losung 17 in
Anwesenheit von Pregnenolonsulfat) eingesetzt.

Zur Untersuchung des pH-Wert-Einflusses auf Pregnenolonsulfat wurden drei Losungen,
die auf unterschiedliche Art und Weise herstellt wurden, aber eine identische Zusammen-
setzung aufwiesen (Losung E8-E10), eingesetzt. Eine genaue Beschreibung der Herstellung
dieser drei Losungen findet sich unter Abschnitt [7.3.1] Sie wurden nacheinander fiir je-
weils 10 Sekunden appliziert. Als intrazelluldre Losung wurde in diesem Experiment eine

divalentfreie, Cs-haltige Losung (Losung I7) eingesetzt.

Hemmung durch extrazelluliare Lanthanoide und Rutheniumrot
Zur Untersuchung der Hemmung von TRPM3a1 und TRPM3a2 durch extrazelluldre Lan-

thanoide und Rutheniumrot wurden der Standardbadlésung (Losung E1) unterschiedliche
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Abb. 7.1: Hemmung von TRPM3a2 durch intrazellulires Magnesium (A) Strome
von jeweils einer TRPM3a2 exprimierenden HEK293-Zellen bei Membranpotentialen von —80
und +80 mV unter Verwendung von intrazelluldren Losungen mit freien Mg?*-Konzentrationen
von 0, 1 und 10 mM. Nach 135 Sekunden wurde fiir 10 Sekunden 35 M Pregnenolonsulfat (PS)
extrazelluldr appliziert. (B) Strom-Spannungsbeziehung vor und wéhrend der extrazelluldren
Applikation von 35 uM PS (C). Statistische Auswertung der Stromantworten aus (A) (n > 11).
Die durch die Stromantworten gefitteten Kurven stellen Hillfunktionen mit folgenden Parametern
dar: +PS: ICs9 = 0,34 mM, h = 1,3 bei —80 mV; ICs9 = 0,72 mM, h = 1,2 bei +80 mV; —PS:
IC50 = 0,98 mM, h = 2,2 bei —80 mV; IC59 = 0,62 mM, h = 1,0 bei +80 mV.

Konzentrationen an Gd*", La®* und Rutheniumrot zugesetzt. Im Falle von TRPM3a2
wurde den Gd*'-, La*"- und Rutheniumrot-haltigen Standardbadlésungen zusétzlich noch
35 uM Pregnenolonsulfat zugegeben. Die Applikation der Losungen erfolgte bei TRPM3a1
nach maximaler Aktivierung des TRPM3a1-Stromes und bei TRPM3a2 nach maximaler
Aktivierung des Pregnenolonsulfat-induzierten TRPM3a2-Stromes fiir jeweils 10-20 Se-
kunden. Die Mittelwerte der unmittelbar vor und nach Applikation der Gd**-, La®"- und
Rutheniumrot-haltigen Standardbadldsungen ermittelten Stromgrofsen des TRPM3al-
und TRPM3a2-Stromes dienten bei der nachfolgenden Auswertung der Experimente als
Bezugswerte. Durch die so erhaltenen Werte wurden anschliefend mit GraphPad Prism
Hill-Funktionen gefittet, wobei die Minima konstant bei 0 und die Maxima konstant bei 1
gehalten wurden. Als intrazellulidre Losung wurde eine divalentfreie, Cs™-haltige Losung
(TRPM3al: Losung I1, TRPM3a2: Losung 13) eingesetzt.

7.4 FErgebnisse

Hemmung durch intrazellulares Magnesium
Sowohl die TRPM3a1- als auch die TRPM3a2-Spleifsvariante werden beinahe vollstandig
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Abb. 7.2: Spannungsabhiingigkeit der intrazelluliren Mg?t-Hemmung (A) Uber-
lagerung der normalisierten und gemittelten Strom-Spannungsbeziehungen von Zellen, die mit
einer 10 mM (n = 11), 3mM (n = 11), 1 mM (n = 12) und 0 mM (n = 13) Mg®-haltigen Pipet-
tenlosung infundiert wurden. Zur Normalisierung der Strom-Spannungsbeziehungen wurden fiir
jede Zelle zunéchst die Potentialwerte um das in Abhéngigkeit von der verwendeten Pipettenlo-
sung berechnete Liquid junction potential (10 mM: 13,6 mV; 3 mM: 14,6 mV; 1 mM: 14,9 mV und
0 mM: 15,5 mV) korrigiert und anschlieffend die gemessenen Stromwerte auf den Stromwert bei
+80 mV normalisiert. (B) Normalisierte und gemittelte Strom-Spannungsbeziechungen (0 mM,
10 mM) inklusive Standardfehler des Mittelwertes.

durch intrazelluldres Mg*" in Konzentrationen von 9 mM gehemmt [129)]. Eine Bestim-
mung des IC50-Wertes fehlte aber bisher. Ebenso war unklar, ob intrazelluldres Mg®* auch
den Pregnenolonsulfat-induzierten TRPM3a2-Strom hemmt. Im folgenden wurde mit Hil-
fe von intrazelluldren Losungen, die unterschiedliche Konzentrationen an Mg®" enthielten,
die intrazellire Mg*"-Hemmung von TRPM3a2 in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat
untersucht. Mit zunehmender intrazelluldrer Mg?"-Konzentration konnte hierbei eine zu-
nehmende Hemmung des TRPM3a2-Stromes beobachtet werden (Abbildung [7.1A-C).
Auch eine Abnahme der in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat beobachtbaren geringen
konstitutiven Aktivitdit von TRPM3a2 war in Ubereinstimmung mit der Literatur im
Verlauf des Experimentes feststellbar (Abbildung -C). Die ermittelten ICsy-Werte
lagen fiir den Einwértsstrom bei 0,34 mM in Anwesenheit und 0,98 mM in Abwesen-
heit von Pregnenolonsulfat und fiir den Auswiértsstrom bei 0,72 mM in Anwesenheit
und 0,62 mM in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat. Obwohl die Stromgrofen bei in-
trazelluldren Mg®*-Konzentrationen von 1 mM, 3 mM und 10 mM in Anwesenheit von
Pregnenolonsulfat stark varierten, waren im Verlauf der Strom-Spannungsbeziehungen
keine bzw. nur geringfiigige Unterschiede erkennbar. Unterschiede im Verlauf der Strom-
Spannungsbeziehungen zeigten sich jedoch in Abwesenheit von intrazellulirem Mg?**. Da
diese Unterschiede nicht auf experimentelle Unzulanglichkeiten wie beispielsweise zu hohe

effektive Serienfehler zuriickzufithren sind, deuten sie vielmehr auf eine Spannungsab-
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Abb. 7.3: Hemmung von TRPM3a2 durch extrazellulire, monovalente Katio-
nen (A) Strom bei —80 und +80 mV wéhrend Applikation einer monovalentfreien, extrazel-
luldren Losung (MVF) mit und ohne Zusatz von 10,5 uM Pregnenolonsulfat (PS). (B) Strom-
Spannungsbeziehung vor und wéhrend der Applikation der monovalentfreien Lésung mit und
ohne Zusatz von Pregnenolonsulfat. (C) Statistische Auswertung der Stromantworten aus (A)
bei —80 und +80 mV (n = 7). Ermittlung der Signifikanzen unter Verwendung eines zweiseitigen,
gepaarten T-Tests nach Student. (D) Strom bei —80 und +80 mV wéahrend Applikation einer
140 mM NMDG™- (+ NMDG™"), 3,5 mM NMDG™'- (-NMDG™), 140 mM Na™- (+ Na™) und
3,4 mM Nat- (~Na™) enthaltenden 10 mM Ca?*-Losung. (E) Strom-Spannungsbezichungen vor
und withrend der Applikation der NMDG™- und Na*-haltigen 10 mM Ca?"-Losungen. (F) Sta-
tistische Auswertung der Stromantworten aus (D) (n = 8). Ermittlung der Signifikanzen unter
Verwendung eines zweiseitigen, gepaarten T-Tests nach Student.

hingigkeit der Mg?*t-Hemmung hin. Diese Spannungsabhingigkeit konnte moglicherweise
auf eine direkte Interaktion des Mg®" mit der TRPM3a2-Pore hinweisen. TRPM7, der
TRPM3 innerhalb der TRP-Proteinfamilie sehr nahe steht und ebenfalls durch intrazel-
luldires Mg®" gehemmt wird, zeigt im Gegensatz zu TRPM3 keine solche Spannungsab-

hangigkeit [87].

Hemmung durch extrazelluldre, monovalente Kationen
Sowohl die Aktivitdt der TRPM3al-Spleifsvariante als auch die Aktivitdt der TRPM3a2-
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Spleifvariante werden neben intrazellulirem Mg*" auch noch durch extrazellulire Kat-
ionen reguliert. Wéhrend die TRPM3al-Spleiffvariante ausschliefslich eine Sensitivitéat
gegeniiber divalenten Kationen (Ca*", Mg®") zeigt, weist die TRPM3a2-Spleikvariante
sowohl eine Sensitivitit gegeniiber divalenten (Ca**, Mg*") als auch monovalenten Kat-
ionen (Na*, KT) auf [129]. Die Daten in Abbildung [7.3]A-C zeigen, dass extrazelluléire,
monovalente Kationen nicht nur in Ab-, sondern auch in Anwesenheit des Agonisten
Pregnenolonsulfat einen hemmenden Effekt auf den durch TRPM3a2 fliekenden Ein- und
Auswiértsstrom ausiiben. Nach Entfernung der monovalenten Kationen aus der extrazel-
luldren Losung wurde sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat eine
signifikante Erhéhung des TRPM3a2 Ein- und Auswértsstromes beobachtet. Auch zeigte
sich in diesem Experiment nochmals, dass TRPM3a2 eine hohe Permeabilitat fiir diva-
lente Kationen besitzt, da diese nach Entfernung der monovalenten Kationen die einzigen
Ladungstréiger in der Losung waren.

Im folgenden wurde nun zunéchst die Hemmung von TRPM3a2 durch extrazelluldres
Na® nidher untersucht, da dieses das wichtigste und hiufigste Kation des Extrazellu-
larraumes darstellt. Abbildung zeigt, dass extrazellulires Na™ in physiologischen
Konzentrationen eine stark hemmende Wirkung auf TRPM3a2 ausiibt. In Gegenwart
einer 10 mM Ca?*-Losung, die zusitzlich noch 140 mM Na™ enthielt, wurden nur signi-
fikante TRPM3a2 Auswiértsstrome, nicht jedoch signifikante TRPM3a2 Einwéartsstrome
beobachtet. Erst nach Reduktion der extrazelluliren Na™-Konzentration von 140 auf 3,4
mM, waren auch signifikante TRPM3a2 Einwértsstrome messbar. In Gegenwart einer 10
mM Ca?"-Losung, die anstelle von 140 mM Na™ 140 mM NMDG™ enthielt, konnten eben-
falls keine signifikanten TRPM3a2-Einwértsstrome beobachtet werden (Abbildung[7.3D).
Sehr wohl waren hier aber auch signifikante Auswértsstrome beobachtbar. Die Reduktion
der extrazelluliren NMDG"-Konzentration von 140 auf 3,5 mM NMDG™ fiihrte auch
hier zu signifikanten TRPM3a2-Einwirtsstromen. Auch extrazellulires NMDG™ iibt so-
mit eine hemmende Wirkung auf TRPM3a2 aus. Im Gegensatz zu extrazellulirem Na™t
hemmt extrazellulires NMDG™ allerdings den TRPM3a2-Auswirtsstrom in einem ge-
ringeren Mafe (Abbildung [7.3F). Zur Bestimmung der ICso-Werte der extrazelluldren
Na*- und NMDG"-Hemmung wurden Dosiswirkungskurven mit 10 mM Ca®"-Losungen,
die unterschiedliche Konzentrationen an Na® bzw. an NMDG™" enthielten, aufgenom-
men. Mit zunehmender Konzentration an extrazellulirem Nat bzw. an extrazellulirem
NMDG™ wurde hierbei eine zunehmende Hemmung der TRPM3a2 Ein- und Auswiéirts-
strome beobachtet (Abbildung und C). Wihrend in Gegenwart von extrazellula-
rem Na® die TRPM3a2-Einwirtsstrome in nahezu gleichem MafRe gehemmt wurden wie
die TRPM3a2-Auswirtsstrome, wurden in Gegenwart von extrazellulirem NMDG™ die
TRPM3a2-Einwéartsstrome deutlich starker gehemmt als die TRPM3a2- Auswartsstrome.
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Abb. 7.4: Hemmung von TRPM3a2 durch extrazellulire, monovalente Katio-
nen in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat (A,C) Strom bei —80 und +80 mV wéhrend
Applikation von 10 mM Ca?T-Lésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an NMDG™T (A)
und an Nat (C); Konzentrationsangaben in mM. (B,D) Statistische Auswertung der Stromant-
worten aus (A) und (C) normalisiert auf die Antwort bei Applikation der 10 mM Ca**-Lésungen
mit 3,5 mM NMDG™ bzw. 3,4 mM Na™. Die durch die normalisierten Stromantworten gefitteten
Kurven stellen Hillfunktionen mit folgenden Parametern dar: NMDG™: ICs59 = 28 mM, h = 1,1
bei —80 mV; IC5p = 432 mM, h = 0,6 bei +80 mV (n > 7) (B); Na™: IC50 = 30 mM, h =
1,4 bei —80 mV; ICs9 = 35 mM, h = 1,1 bei +80 mV (n > 6) (D). (E) Statistische Auswer-
tung der Stromantworten bei —80 mV wihrend der Applikation von 10 mM Ca?*-Lésungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Cs™, Li*, KT, NH4* und Cholin (n > 5).
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Die aus den Dosiswirkungskurven ermittelten IC5o-Werte lagen fiir Nat bei 30 mM (—80
mV) und 35 mM (480 mV) und fiir NMDG™ bei 28 mM (—80 mV) und 432 mM (+80
mV) (Abbildung [7.4B und D). Die Hemmung durch Na® zeigte somit eine schwache und
die Hemmung durch NMDG™ eine starke Spannungsabhiingigkeit. Mit Ausnahme von
Cholin fiihrten auch andere extrazellulire, monovalente Kationen (Cs™, Li*, K™, NH ")
in hoheren Konzentrationen zu einer Hemmung der TRPM3a2 Ein- und Auswiértsstrome
(Abbildung [7.4E).

Auch in Anwesenheit des Agonisten Pregnenolonsulfat war mit zunehmender Konzen-

tration an extrazellulirem Na® bzw. an extrazellulirem NMDG™ eine Hemmung der
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Abb. 7.5: Hemmung von TRPM3a2 durch extrazellulare, monovalente Kationen
in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat (A,C) Strom bei —80 und +80 mV wihrend
der Applikation von 5 mM Ca?*-Losungen mit unterschiedlichen millimolaren Konzentrationen
an NMDG™ (A) und Na™ (C) in Anwesenheit von 7 uM Pregnenolonsulfat (PS). (B,D) Sta-
tistische Auswertung der Stromantworten aus (A) und (C) normalisiert auf die Antwort der 5 mM
Ca?*-Losung mit 145 mM NMDGY bzw. 148,6 mM Na*. Die durch die renormalisierten Strom-
antworten gefitteten Kurven stellen Hillfunktionen mit folgenden Parametern dar: NMDG™: ICs
=20 mM, h = 1,1 bei =80 mV; IC50 = 91 mM, h = 0,4 bei +80 mV (n > 8); Na™: IC5q = 21
mM, h = 1,0 bei —80 mV; IC5p = 50 mM, h = 0,8 bei 480 mV (n > 7). Abbildung C und D
wurden bereits in Kapitel 6] Abbildung [6.9] gezeigt.

TRPM3a2 Ein- und Auswértsstrome beobachtbar (Abbildung und C). Die schwa-
che Spannungsabhingigkeit der Nat-Hemmung und die starke Spannungsabhingigkeit
der NMDG*-Hemmung, die in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat beobachtet wurden,
zeigten sich auch hier. Die aus den Dosiswirkungskurven ermittelten 1C5o-Werte lagen fiir
Na™ bei 21 mM (—80 mV) und 50 mM (+80 mV) und fiir NMDG™ bei 20 mM (—80 mV)
und 91 mM (480 mV) (Abbildung und D).

Hemmung durch extrazelluldre Protonen

Bei der Untersuchung des pH-Einflusses auf die TRPM3a1- und TRPM3a2-Spleifivariante
waren zum einen mogliche Unterschiede in der pH-Wert-Sensitivitat beider Spleiftvari-
anten und zum anderen mogliche Unterschiede in der pH-Sensitivitdt der TRPM3a2-
Spleiftvariante in Anwesenheit und in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat von besonderem
Interesse, da solche Unterschiede auf eine verdnderte Lage protonierbarer Aminoséduren
und damit auf eine verdnderte Konformation des Ionenkanals bzw. der Ionenkanalunter-
einheiten hindeuten.

Ausgehend von einem pH-Wert von 7,2 konnte bei Applikation von Standardbadlésungen
hoheren pH-Werts (pH 7,5 - 9,0) eine Zunahme und bei Applikation von Standardbadlo-
sungen niedrigeren pH-Werts (pH 7,0 - 4,0) eine Abnahme des TRPM3a1-Stromes beo-
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Abb. 7.6: Hemmung von TRPM3al durch extrazellulire Protonen (A) Strome
bei —80 und 480 mV wihrend der Applikation von Standardbadésungen unterschiedlichen pH-
Werts. (B) Statistische Auswertung der Stromantworten aus (A) normalisiert auf die Antwort der
Standardbadlésung bei pH 7,2. Die durch die normalisierten Stromantworten gefitteten Kurven
stellen Hillfunktionen mit folgenden Parametern dar: —80 mV: pHyy = 6,1£0,2, h = 0,3, max =
1,5; +80 mV: pHg, = 5,740,1, h = 0,3, max = 1,4 (n > 6). Ebenfalls gezeigt sind die Stromant-
worten der entsprechenden Kontrollzellen (schwarzer Pfeil). (C) Vergleich der Stromantworten
bei —80 und +80 mV wihrend der Applikation einer mit HEPES (P1) und einer mit Tris (P2)
eingestellten Standardbadlosung pH 8,0 sowie einer mit HEPES (P1) und einer mit MES (P3)
eingestellten Standardbadlosung pH 6,8 (n > 6). Ermittlung der Signifikanzen unter Verwendung
eines zweiseitigen, gepaarten T-Tests nach Student.

bachtet werden (Abbildung ) Bei Applikation von Standardbadlésungen mit pH-
Werten kleiner pH 5,0 kam es neben einer transienten Aktivierung endogener in HEK293-
Zellen vorkommender ASIC-Strome [61] auch noch zu einer verstiarkten Aktivierung der
endogenen PAORAC- und MIC-Stréme [92] [122]. Die Aktivierung dieser endogenen Stro-
me iiberlagerte zum Teil die Hemmung des TRPM3a1-Stromes, sodass eine Auswertung
bei diesen pH-Werten nicht moglich war. Die in den Standardbadlosungen zur Einstellung
des pH-Wertes eingesetzten Puffer (pH 9,0 - 8,0: Tris, pH 8,0 - 6,8: HEPES, pH 6,8 - 5,5:
MES) iibten keinen Einfluss auf TRPM3al aus, da keine Unterschiede in der Stromgrofe
von TRPM3a1 zwischen der mit Tris-eingestellten Standardbadlésung pH 8,0 und der mit
HEPES-eingestellten Standardbadlosung pH 8,0 sowie der mit HEPES-eingestellten Stan-
dardbadlosung pH 6,8 und der mit MES-eingestellten Standardbadlésung pH 6,8 festge-
stellt wurden (Abbildung[7.6[C). Die aus den Dosiswirkungskurven ermittelten ICso-Werte
lagen bei pH 6,140,2 fiir den Einwértsstrom und bei pH 5,7£0,1 fiir den Auswartsstrom.
Die Hillkoeffizienten waren deutlich kleiner als eins (h = 0,3 bei —80 und +80 mV) (Ab-
bildung [7.6B).

Zur Untersuchung der pH-Wert-Sensitivitdt der TRPM3a2-Spleiffvariante wurden als

extrazellulire Losungen 10 mM Ca?'-Losungen mit unterschiedlichen pH-Werten ein-
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Abb. 7.7: Hemmung von TRPM3a2 durch extrazellulire Protonen (A) Strom bei
—80 und +80 mV withrend Applikation von 10 mM Ca?*-Lésungen unterschiedlichen pH-Werts.
(B) Statistische Auswertung der Stromantworten aus (A) normalisiert auf die Antwort der 10
mM Ca?*-Losung pH 9,0. Die durch die normalisierten Stromantworten gefitteten Kurven stellen
Hillfunktionen mit folgenden Parametern dar: —80 mV: pHy, = 6,840,5, h = 0,4, max = 1,1;
+80 mV: pHsy = 5,8+0,2, h = 0,4, max = 1,0 (n > 5). Ebenfalls gezeigt sind die Stromant-
worten der entsprechenden Kontrollzellen (schwarzer Pfeil). (C) Vergleich der Stromantworten
bei —80 und +80 mV wéhrend der Applikation einer mit HEPES (P1) und Tris (P2) eingestell-
ten 10 mM Ca?*-Losung pH 8,0 sowie einer mit HEPES (P1) und MES (P3) eingestellten 10
mM Ca?"-Lésung pH 6,8 (n > 5). (D) Stréme bei —80 und +80 mV wihrend Applikation von
Standardbadlosungen unterschiedlichen pH-Werts in Anwesenheit von 35 pM Pregnenolonsulfat
(PS). (E) Statistische Auswertung der Stromantworten aus (D) normalisiert auf die Antwort der
Standardbadlosung pH 7,2 in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat. Die durch die normalisierten
Stromantworten gefitteten Kurven stellen Hillfunktionen mit folgenden Parametern dar: —80
mV: pHyy = 5,240,05, h = 2,8, max = 1,0; +80 mV: pH;, = 5,2£0,03, h = 3,3, max = 1,0
(n > 6). (F) Statistische Auswertung des Inkubationsversuches (n > 7), siche Text fiir Details.
Ermittlung der Signifikanzen in (C) und (F) unter Verwendung eines zweiseitigen, gepaarten
T-Tests nach Student.

gesetzt. Auch hier konnte mit abnehmendem pH-Wert eine Abnahme des TRPM3a2-
Stromes beobachtet werden (Abbildung [7.7A). Auf die Vermessung von 10 mM Ca*"
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Losungen mit pH-Werten kleiner pH 5,0 wurde aufgrund der oben beschriebenen Proble-
me verzichtet. Die in den 10 mM Ca?'-Lésungen zur Einstellung des pH-Wertes einge-
setzten Puffer (pH 9,0 - 8,0: Tris, pH 8,0 - 6,8: HEPES, pH 6,8 - 5,5: MES) iibten wie
auch schon bei TRPM3al keinen hemmenden oder aktivierenden Effekt auf TRPM3a2
aus (Abbildung [7.7C). Die aus den Dosiswirkungskurven ermittelten IC5,-Werte lagen
bei pH 6,8+0,5 fiir den Einwértsstrom und pH 5,840,2 fiir den Auswértsstrom. Die Hill-
koeffizienten waren kleiner als eins (h = 0,4 bei —80 mV, h = 0,5 bei +80 mV) (Abbil-
dung ) Beide Spleifvarianten unterscheiden sich somit in ihrer pH-Sensitivitat nur
unwesentlich.

Bei Untersuchung der pH-Wert-Sensitivitat von TRPM3a2 in Anwesenheit seines Agonis-
ten Pregnenolonsulfat ergab sich aber interessanterweise ein deutlich anderes Bild als in
dessen Abwesenheit (Abbildung [7.7D). Wéhrend in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat
pH-Werte von 6,0 und 5,5 schon zu einer deutlichen Hemmung des TRPM3a2-Stromes
fithrten, iibten sie in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat nur einen geringen Effekt auf
diesen aus. Erst bei pH-Werten kleiner pH 5,0 wurde hier eine Abnahme des TRPM3a2-
Stromes beobachtet. Die aus den Dosiswirkungskurven ermittelten 1C5o-Werte lagen bei
pH 5,240,05 fiir den Einwartsstrom und pH 5,240,03 fiir den Auswértsstrom. Sie unter-
scheiden sich somit deutlich von den ermittelten IC5o-Werten in Abwesenheit von Preg-
nenolonsulfat. Auch in der Steilheit der Dosiswirkungskurven wurden Unterschiede fest-
gestellt (h = 2,8 bei —80 mV, h = 3,3 bei +80 mV) (Abbildung [7.7E).

Um auszuschliefsen, dass die in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat bei pH-Werten klei-
ner pH 5,0 beobachtete Abnahme des TRPM3a2-Stromes auf eine Hydrolyse von Preg-
nenolonsulfat zuriickzufiihren ist, wurden zwei Losungen identischer Zusammensetzung,
in denen Pregnenolonsulfat zwei Stunden lang einem pH-Wert von 4,0 bzw. 5,0 aus-
gesetzt war, nach Wiederherstellung eines neutralen pH-Wertes zusammen mit einer
Pregnenolonsulfat-haltigen Losung pH 7,2 vermessen. Keine Unterschiede in der Strom-
groke waren zwischen den drei Losungen feststellbar (Abbildung ) Folglich kann die
hier beobachtete Abnahme des TRPM3a2-Stromes nicht auf eine Hydrolyse des Preg-
nenolonsulfats, sondern auf eine Hemmung von TRPM3a2 durch Protonen oder eine

Protonierung des Pregnenolonsulfats zuriickgefiihrt werden.

Hemmung durch extrazellulire Lanthanoide und Rutheniumrot

Bei der Untersuchung des Einflusses von extrazellulirem Gd*", La®" und Ruthenium-
rot auf TRPM3al und TRPM3a2 konnte bei beiden Spleifsvarianten mit zunehmender
Konzentration an Gd**, La*" und Rutheniumrot eine zunehmende Hemmung des Ein-
und Auswirtsstromes beobachtet werden (Abbildung und C). Bei TRPM3a2 konnte

zudem bei Potentialen kleiner —80 mV in Gegenwart sehr niedriger Konzentrationen an
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Abb. 7.8: Hemmung von TRPM3al und TRPM3a2 durch Lanthanoide und
Rutheniumrot (A) TRPM3al-Strom bei —80 und +80 mV wihrend Applikation von Stan-
dardbadlésungen mit unterschiedlichen Gd3*-Konzentrationen (in yM). (B) Statistische Auswer-
tung der TRPM3a1-Stromantworten bei +80 mV wihrend der Applikation der Gd®>*-, La®*- und
RR-haltigen Standardbadlésungen. Die Stromantworten auf die unterschiedlichen Gd®*-, La3*-
und RR-Konzentrationen wurden auf die mit der Standardbadlosung erzielte Antwort normali-
siert. Die durch die normalisierten Stromantworten gefitteten Kurven stellen Hillfunktionen mit
folgenden Parametern dar: Gd3": ICsq = 23 uM, h = 0,5 (n > 6); La®>™: IC59 = 23 uM, h =
0,5 (n> 8); RR: IC5p = 28 uM, h = 0,5 (n > 5). (C) TRPM3a2-Strom bei —80 und +80 mV
withrend Applikation von Standardbadlésungen mit unterschiedlichen Gd3*-Konzentrationen in
Anwesenheit von 35 uM Pregnenolonsulfat (PS) (in uM). (D,F) Statistische Auswertung der
TRPM3a2-Stromantworten bei 480 und —80 mV wihrend der Applikation der Gd3*-, La®*-
und RR-haltigen Standardbadlésungen in Anwesenheit von PS. Die Stromantworten auf die
unterschiedlichen Gd3*-, La3"- und RR-Konzentrationen wurden auf die mit der PS-haltigen
Standardbadlosung erzielte Antwort normalisiert. Die durch die normalisierten Stromantworten
gefitteten Kurven stellen Hillfunktionen mit folgenden Parametern dar: Gd3*: +80 mV ICsy =
48 pM, h = 0,9; =80 mV IC50 = 216 uM, h = 1,9 (n > 6); La®": 480 mV IC59 = 65 uM, h = 0,7,
—80 mV IC50 =37 MM, h = 0,9 (n > 6); RR: +80 mV IC50 = 6,8 ,U,M, h = 1,3; —80 mV IC50 =
3,7 uM, h = 1,5 (n > 6). (E) Strom-Spannungsbeziehung von TRPM3a2 vor und wéhrend der
Applikation einer Standardbadlésung mit 0 und 35 M Gd3T in Anwesenheit von PS.

Gd*" und in geringerem Ausmaf auch in Gegenwart sehr niedriger Konzentrationen an

La®" eine leichte Potenzierung des Einwirtsstromes festgestellt werden (Abbildung [7.8E).
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Die aus den Dosiswirkungskurven von TRPM3al ermittelten IC5,-Werte lagen fiir Gd**
bei 23 uM (+80 mV), fiir La®" bei 23 M (+80 mV) und fiir Rutheniumrot bei 28 M
(+80 mV) und die aus den Dosiswirkungskurven von TRPM3a2 ermittelten 1C5,-Werte
fiir Gd®* bei 216 uM (+80 mV) und 48 uM (—80 mV), fiir La®t bei 65 uM (+80 mV)
und 37 pM (=80 mV) und fir Rutheniumrot bei 6,8 M (+80 mV) und 3,7 uM (—80
mV) und zeigten eine Spannungabhéngigkeit (Abbildung und D).

7.5 Diskussion

In diesen Kapitel wurde der Einfluss verschiedenster mono-, di- und trivalenter Kationen
auf die Aktivitdit von TRPM3a2 untersucht. Gezeigt werden konnte, dass die Aktivi-
tit von TRPM3a2 durch intrazellulires Mg*", extrazellulire Protonen, extrazellulire,
monovalente Kationen sowie extrazellulire Lanthanoide (Gd*", La*") und Rutheniumrot
gehemmt wird. Auch die Aktivitdt von TRPM3al wird mit Ausnahme der extrazellula-
ren, monovalenten Kationen durch diese Kationen negativ reguliert.

Wie bereits bei Oberwinkler et al. [129] beschrieben, fiihrten auch hier erhohte intra-
zelluldre Mg®"-Konzentrationen zu einer Hemmung von TRPM3a2. In diesem Kapitel
konnte allerdings zusétzlich noch gezeigt werden, dass diese Hemmung auch in Anwe-
senheit des TRPM3a2-Agonisten Pregnenolonsulfat beobachtbar ist. Die zur halbmaxi-
malen Hemmung erforderlichen Mg®"-Konzentrationen lagen fiir den Einwértsstrom bei
0,34 mM in An- und 0,98 mM in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat und fiir den Aus-
wartsstrom bei 0,72 mM in An- und 0,62 mM in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat.
Physiologische Mg*"-Konzentrationen (0,5-1 mM [I52]) fithren somit schon zu einer Hem-
mung von TRPM3a2. Fiir die intrazellulire Mg®"-Hemmung war aukerdem eine Span-
nungsabhéngigkeit nachweisbar, die moglicherweise auf eine direkte Interaktion des Mg?"
mit der TRPM3a2-Pore hindeuten kénnte. Auch fiir zahlreiche andere Ionenkanéle (ein-
wirtsrektifizierende K™-Kanile [T10, [124], [184], nikotinische Acetylcholin-Rezeptorkaniile
[47, [79], spannungsabhiingige L-Typ Ca*"-Kanile [91], spannungsabhiingige Nat-Kaniile
[149]) wurde schon eine solche spannungsabhingige, intrazellulire Mg”"-Hemmung nach-
gewiesen.

Wie fiir TRPM3a2 wurde auch schon fiir TRPM3al, der sich ausschlieflich in der mut-
maklichen Porenregion zwischen der fiinften und sechsten Transmembrandoméne von die-
sem unterscheidet, eine Hemmung durch intrazellulires Mg®t gezeigt [129]. Aus diesem
Grunde wurden fiir alle in diesem als auch in den vorangegangenen Kapiteln durchgefiihr-
ten Patch-clamp-Messungen Mg®-freie, intrazellulire Losungen eingesetzt. Die Hemmung
durch intrazellulires Mg®" ist jedoch nicht nur ein Merkmal von TRPM3, sondern wurde

auch schon fir die beiden TRPM3 sehr nahestehenden Ionenkanéale TRPM6 und TRPM7
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sowie einen endogenen in praktisch allen Zellen, auch HEK293-Zellen, vorkommenden
Strom beschrieben [122]. Letzterer wird aufgrunddessen auch als MIC-Strom (= ,Magne-
sium Inhibited Current“) bzw. MagNuM-Strom (= ,Magnesium Nucleotide regulated Me-
tal current®) bezeichnet und vermutlich von TRPM?7 kodiert. Eine Aktivierung des endo-
genen MIC- bzw. MagNuM-Stromes war aufgrund der eingesetzten Mg?*-freien, intrazel-
luldren Losungen zu erwarten. Um den Einfluss des MIC- bzw. MagNuM-Stromes auf die
TRPM3-Messungen moglichst gering zu halten, wurden deshalb folgende Vorsichtsmafs-
nahmen getroffen: (1) wurden die Patch-clamp-Messungen immer moglichst kurz gehalten,
d.h. in der Regel 90-120 Sekunden nach Ubergang in die whole-cell-Konfiguration been-
det. Da der endogene MIC- bzw. MagNuM-Strom im Gegensatz zum TRPM3a2-Strom
erst nach ca. 90-100 Sekunden aktiviert und die halbmaximale Aktivierung erst nach
220 Sekunden erreicht [6], sollte innerhalb dieses gewéhlten Zeitfensters dessen Einfluss
auf die TRPM3-Messungen noch gering sein. (2) wurden z.T. parallel zu den TRPM3-
exprimierenden Zellen Kontrollzellen unter identischen Messbedingungen vermessen.

Im Gegensatz zu TRPM3a2 konnte fiir den endogenen MIC- bzw. MagNuM-Strom je-
doch keine Spanungsabhingigkeit der intrazelluliren Mg*"-Hemmung nachgewiesen wer-
den [87].

Auch wird die Aktivitdt von TRPM3a2 - wie hier gezeigt werden konnte - noch durch den
extrazelluldren pH-Wert reguliert. Erniedrigungen des pH-Wertes fiithrten hierbei zu ei-
ner Hemmung, Erhohungen des pH-Wertes zu einer Potenzierung der TRPM3a2-Stréme.
Die aus den Dosiswirkungskurven ermittelten 1C;y-Werte lagen fiir den Einwirtsstrom
bei pH 6,84+0,5 und fiir den Auswartsstrom bei pH 5,8+0,2. In Gegenwart des Agonisten
Pregnenolonsulfat lagen die IC5p-Werte fiir den Ein- und Auswértsstrom dagegen bei deut-
lich niedrigeren pH-Werten (ICso-Wert bei —80 mV: pH 5,240,05 und bei +80 mV: pH
5,240,03). Wihrend in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat bei pH-Werten von 6,0 und 5,5
eine deutliche Hemmung des TRPM3a2-Stromes beobachtbar war, waren hier nur gering-
fiigige Effekte erkennbar. Folglich scheint sich die pH-Wert-Regulation von TRPM3a2 in
Gegenwart von Pregnenolonsulfat verdndert zu haben. Ursache hierfiir konnte eine durch
Bindung von Pregnenolonsulfat bedingte verdanderte Konformation von TRPM3a2 und
damit verdanderte Lokalisation protonierbarer Aminoséauren sein. Die hier im pH-Bereich
zwischen 5,0 bis 4,0 auftretende Hemmung von TRPM3a2 ist nicht - wie ebenfalls hier
gezeigt werden konnte - auf eine Hydrolyse von Pregnenolonsulfat zuriickzufiihren.

Auch die Aktivitdt von TRPM3al, der sich ausschlieflich in der mutmaflichen Porenre-
gion zwischen fiinfter und sechster Transmembrandoméne von TRPM3a2 unterscheidet,
wird durch Erniedrigungen des pH-Wertes gehemmt und durch Erhohungen des pH-
Wertes erhoht. Die aus den Dosiswirkungskurven ermittelten 1C50-Werte lagen fiir den
Einwartsstrom bei pH 6,1£0,2 und fiir den Auswértsstrom bei pH 5,740,1. Gréfere Unter-
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schiede in der pH-Wert-Regulation von TRPM3a1l und TRPM3a2 konnten somit in Ab-
wesenheit von Pregnenolonsulfat nicht festgestellt werden. Aufgrund der unmittelbar nach
Applikation der unterschiedlichen pH-Losungen beobachtbaren Hemmung der TRPM3a1-
und TRPM3a2-Spleifsvariante, kann eine intrazellulare Azidifizierung als Ursache fiir die
Hemmung ebenfalls ausgeschlossen werden.

Auch fiir andere Mitglieder der TRP-Proteinfamilie konnte schon eine pH-Wert-Regulation
gezeigt werden. So fithrten pH-Erniedrigungen einerseits zu einer Potenzierung von TRPV1
(ECs0: pH = 5,3 [83]) und TRPMT7 (EC5-Wert: pH = 4,5 [82]) und andererseits zu einer
Hemmung von TRPV5, TRPV6 und TRPM5 [106, 204] 205]. Die ermittelten IC5q-Werte
fir TRPV5 (IC50-Wert: pH = 6,6 bei —80 mV) und TRPM5 (IC50-Wert: pH = 6,4 bei
—80 mV) lagen hierbei in demselben pH-Bereich wie die IC5o-Werte von TRPM3al und
TRPM3a2 (in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat). Wéhrend bei TRPV1 und TRPV5
extrazelluldr gelegene Glutamatreste zwischen fiinfter Transmembrandoméne und mut-
maflicher Porenregion (TRPV1: Glu®®, TRPV5: Glu®*?) bzw. zwischen mutmaflicher
Porenregion und sechster Transmembrandomine (TRPV1: Glu®®) fiir die pH-Effekte
verantwortlich sind [83] 204], sind bei TRPM5 ein extrazelluldr gelegener Histidinrest
zwischen mutmaglicher Porenregion und sechster Transmembrandoméne (His?**) und ein
extrazelluldr gelegender Glutamatrest (Glu**) zwischen dritter und vierter Transmem-
brandoméne fiir die pH-Effekte verantwortlich [106]. Protonierbare Aminoséuren in diesen
Bereichen konnten auch bei der pH-Wert-Regulation von TRPM3 eine Rolle spielen.
Physiologisch spielt die Potenzierung von TRPV1 und TRPM7 durch Protonen vermut-
lich bei Entziindungen, die mit einer pH-Wert-Erniedrigung im Gewebe einhergehen, eine
Rolle [82, 83]. Der Hemmung von TRPM5 durch Protonen wird dagegen eine Rolle bei
der Modulation der Geschmackswahrnehmung von siiff, sauer und bitter [106] und der
Hemmung von TRPV5 eine Rolle bei der Regulation der renalen Ca*"-Aufnahme zuge-
schrieben [205]. Welche physiologische Rolle Protonen bei der Regulation des murinen
TRPM3-Kanals spielen ist noch unbekannt. Da der humane TRPM3-Kanal im Gegensatz
zum murinen ebenfalls in der Niere exprimiert wird und ihm dort eine Rolle bei der renalen
Ca’"-Homeostase zugeschrieben wird [59], konnte die pH-Wert-Regulation des humanen
TRPM3-Kanals dort eine dhnliche Funktion erfiillen wie bei TRPV5.

TRPMS3 weist, wie in diesem als auch in den vorangegangenen Kapiteln bereits ge-
zeigt werden konnte, zahlreiche Gemeinsamkeiten mit TRPMT7, einem weiteren Mitglied
der TRPM-Proteinfamilie, auf. Beide werden u.a. durch intrazellulires Mg*" gehemmt
[122, 129] (siehe oben) und sind neben Ca®* und Mg*" noch fiir eine Vielzahl weiterer
Spuren- und Schwermetalle permeabel [I15] (siche auch Kapitel [f]). Die hier gezeigte, von
TRPM7 abweichende pH-Wert-Regulation von TRPM3 stellt aufgrunddessen ein wich-
tiges Unterscheidungsmerkmal fiir TRPM3 und TRPMT7 dar. Der endogen in HEK293-
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Zellen vorkommende MIC- bzw. MagNuM-Strom wird wie TRPM7 auch durch Proto-
nen potenziert. Die in Gegenwart sehr niedriger pH-Werte auftretende Potenzierung des
MIC- bzw. MagNuM-Stromes sowie die Aktivierung anderer endogener, protonenaktivier-
ter Strome wie ASIC- (= ,,Acid Sensing Ion channel”) [6I] und PAORAC- (= ,Proton-
Activated, Outward-Rectifying Anion Current*) Strome [92]) tiberlagerten zum Teil die
TRPM3-Hemmung. Eine Auswertung der pH-Effekte bei pH-Werten kleiner pH 5,0 war
deshalb nicht méglich. Da der MIC- bzw. MagNuM-Strom in nahezu allen Zellen zu fin-
den ist und noch keine spezifischen Antagonisten existieren, waren die hier beschriebenen
Probleme auch durch Wechsel des Uberexpressionssystems nicht gelést worden.

Neben Protonen fiihrten auch Lanthanoide (Gd**, La*") und Rutheniumrot zu einer Hem-
mung von TRPM3al und TRPM3a2. Die hierzu bendtigten Konzentrationen lagen im
mikromolaren Bereich. Da die Aktivitét zahlreicher weiterer Ionenkanéle ebenfalls durch
Lanthanoide und Rutheniumrot in diesem Konzentrationsbereich gehemmt wird, handelt
es sich hierbei nur um unspezifische TRPM3-Hemmstoffe. Abweichend von den iibrigen
Mitgliedern der TRP-Proteinfamilie, deren Aktivitét ebenfalls durch Lanthanoide in die-
sem Konzentrationsbereich gehemmt wird, wird die Aktivitdt von TRPC4 und TRPC5
durch Lanthanoide in mikromolaren Konzentrationen potenziert und erst in millimolaren
Konzentrationen gehemmt [84]. Auch bei TRPM3a2 wurde bei Potentialen unterhalb von
—80 mV in Gegenwart niedriger, mikromolarer Konzentrationen an Gd** und in geringe-
rem Ausmaf auch in Gegenwart niedriger, mikromolarer Konzentrationen an La*" eine
schwache Potenzierung des Einwartsstromes beobachtet. Hohere, mikromolare Konzen-
trationen an Gd** und La®" fithrten auch hier zu einer Hemmung. Die sowohl bei Gd**,
La" als auch bei Rutheniumrot beobachtbare Spannungsabhéngigkeit der Hemmung deu-
tet darauf hin, dass sich deren Bindungsstelle im elektrischen Feld von TRPM3al bzw.
TRPM3a2 befindet bzw. sich deren Konformation in Abhéngigkeit von der Spannung
éndert. Bei TRPC5 konnten drei Glutamatreste (Glu®*?, Glu®”, Glu®®) in unmittelbarer
Nihe der extrazelluldren Porendffnung bereits als mogliche Bindungsstelle fiir Gd*™ und
La*" identifiziert werden [84].

Abweichend von der gemeinsamen Hemmung durch intrazellulires Mg”", extrazelluli-
re Protonen und extrazellulare Lanthanoide und Rutheniumrot zeigen TRPM3al und
TRPM3a2 jedoch Unterschiede in der Regulation durch extrazelluldre Kationen. Wah-
rend extrazelluldre, monovalente Kationen die Aktivitat von TRPM3al nicht beeinflussen,
fithren sie bei TRPM3a2 zu einer Hemmung [129]. Auch in Anwesenheit des Agonisten
Pregnenolonsulfat wurde, wie hier gezeigt werden konnte, eine Hemmung von TRPM3a2
durch extrazelluldre, monovalente Kationen beobachtet. Von physiologischer Bedeutung
ist hierbei insbesondere die Hemmung durch extrazellulires Na™, da dieses mit einer Kon-

zentration von 130-150 mM das bedeutenste Kation des Extrazellularraumes darstellt.
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Extrazelluldres Nat hemmte sowohl in An- als auch in Abwesenheit des Agonisten Preg-
nenolonsulfat den TRPM3a2 Ein- und Auswértsstrom. Die aus den Dosiswirkungskurven
ermittelten IC50-Werte lagen in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat bei 30 mM (—80 mV)
und 35 mM (+80 mV) und in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat bei 21 mM (—80 mV)
und 50 mM (480 mV). Da Na™ mit einer Konzentration von 130-150 mM das hiufigste
Kation des Extrazellularraumes darstellt und dramatische Variationen in der extrazellula-
ren Na"-Konzentration in der Regel nicht auftreten, leitet TRPM3a2 mono- und divalente
Kationen unter physiologischen Bedingungen sowohl in Abwesenheit als auch in Anwe-
senheit seines Agonisten Pregnenolonsulfat folglich nur mit einer verringerten Effizienz.
Eine Hemmung durch extrazellulires Na™t, wie sie hier fiir TRPM3a2 nachgewiesen wur-
de, wurde bislang in der Literatur nur fiir einen in sensorischen Neuronen vorkommenden
N-Typ Ca*"-Kanal [143] sowie fiir einwirtsrektifizierende K*-Kanile und K*-Kanile des
HERG-Typs (,human ether-a-go-go-related gene*) [128, 200] beschrieben. Da die Hem-
mung durch extrazellulires Na® ein sehr seltenes Merkmal von Ionenkanilen darstellt,
kann sie zur Identifizierung von endogen exprimierten TRPM3a2 genutzt werden. Auch
eine Abgrenzung von TRPM3al, der keine solche Hemmung zeigt, ist moglich.

Fiir TRPM3a2 konnte neben der Hemmung durch extrazellulires Na™ auch eine Hem-
mung durch extrazellulires NMDG™" gezeigt werden. NMDG™ fiihrte hierbei sowohl in
Ab- als auch in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat im Vergleich zu Na™ zu einer deutlich
starkeren Hemmung des Einwértsstromes als des Auswértsstromes. Die aus den Dosis-
wirkungskurven ermittelten IC5o-Werte lagen in Abwesenheit von Pregnenolonsulfat bei
28 mM (—80 mV) und 432 mM (+80 mV) und in Anwesenheit von Pregnenolonsulfat
bei 20 mM (—80 mV) und 91 mM (480 mV). Die Unterschiede in den IC5o-Werten bei
+80 mV konnten teilweise auf Schwierigkeiten in der Kurvenanpassung zuriickzufiihren
sein, da die ermittelten Datenpunkte aufgrund der schwachen NMDG "-Hemmung alle im
oberen Bereich der Dosiswirkungskurve lagen. Im Gegensatz zur Nat-Hemmung spielt die
NMDG"-Hemmung keine physiologische Rolle. Die Aufklirung der NMDG"-Hemmung
leistete jedoch einen wichtigen Beitrag zur weiteren Charakterisierung von TRPM3a2.
Hohe Konzentrationen an NMDG™ in den extrazelluliren Losungen waren beispielsweise
dafiir verantwortlich, dass Ca®T-getragene Einwértsstrome zuvor nur in Gegenwart sehr
hoher Ca®*-Konzentrationen detektiert wurden [129]. Erst nach Aufdeckung der NMDG™-
Hemmung und nach Substitution des NMDG™ durch Mannit waren auch bei deutlich

niedrigeren Ca?"-Konzentrationen Ca’"-getragene Einwértsstrome messbar.

Die in diesem Kapitel gezeigte Hemmung von TRPM3a2 durch extrazelluldre, mono-
valente Kationen, extrazellulire Protonen und intrazellulires Mg*" kann zukiinftig zu

dessen Abgrenzung von anderen TRP-Kanélen genutzt sowie zu dessen Nachweis in ver-
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schiedensten Geweben herangezogen werden.
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