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Zusammenfassung

Mutationen im humanen TRPML1-lonenkanal sind fur die autosomal-rezessive lysosomale
Speicherkrankheit Mucolipidose Typ IV (MLIV) verantwortlich, die klinisch vor allem durch
tiefgreifende neurobiologische Entwicklungsstérungen, neuroretinale Degeneration  sowie
Eisenmangelanamie charakterisiert ist. Der synthetische TRPML1-Agonist MK6-83 kann die
Funktion spezifischer, mutierter TRPML1-Isoformen wiederherstellen, jedoch sind die genaue Lage
der Bindungsstelle innerhalb des lonenkanals und die zugrunde liegenden Aktivierungsmechanismen
bisher noch nicht bekannt. Zur Aufklarung der Schliisselinteraktionen zwischen dem Liganden und
dem Rezeptor wurden zwei photoreaktive (Trifluormethyl)diazirin-basierte Analoga entwickelt,
synthetisiert und in umfassenden Photoaktivierungsstudien mittels *°F-NMR-Spektroskopie und
HPLC-MS-Analyse kinetisch evaluiert. Diese photoaktivierbaren TRPML1-Agonisten stellen sehr
nltzliche und wertvolle Werkzeuge fir die Identifizierung der Bindestelle von MK6-83 mithilfe von
Photoaffinity Labeling in Kombination mit einem Proteomik-Massenspektrometrie-Ansatz dar,
sodass das strukturbasierte Design neuer und potenterer TRPML-Aktivatoren zur Behandlung der
Mucolipidose Typ IV maligeblich gefdrdert werden kann. Zudem wurden detaillierte Analysen
mithilfe fortgeschrittener, computergestiitzter Methoden basierend auf der hochauflésenden
Kristallstruktur der extracytosolischen/lumenalen Doméne (ELD) des humanen TRPML2-Kanals
durchgefuhrt, sodass ein signifikanter Beitrag zu dessen strukturellen und funktionellen
Charakterisierung geleistet wurde. Im Rahmen eines Design- und Synthesezyklus wurden dartiber
hinaus >45 neue potenzielle TRPML- sowie TRPC6-Aktivatoren auf Grundlage bekannter
Agonisten entwickelt. Anhand der Befunde aus zukiinftigen biologischen Studien kénnten mégliche
Struktur-Wirkungs-Beziehungen abgeleitet und wertvolle Informationen zur Entwicklung potenterer

und selektiverer Liganden fiir die Behandlung von MLIV bzw. Depressionen gewonnen werden.

Proteasom-Inhibitoren haben sich in den letzten Jahren in der Klinik zur Behandlung verschiedener
nicht-solider Tumore wie dem Multiplen Myelom oder dem Mantelzell-Lymphom bewahrt. Ihre
therapeutische Anwendung ist jedoch aufgrund der Toxizitat und der damit verbundenen haufig
auftretenden, schwerwiegenden Nebenwirkungen limitiert, weshalb nach wie vor grof3es Interesse
an der Entwicklung neuer und selektiverer Proteasom-Inhibitoren besteht. Um die Sicherheit von
Proteasom-Hemmstoffen zu verbessern und eine spezifischere Inhibition durch Modulation der
Reaktivitat zu gewahrleisten, wurden neuartige Molekile auf Grundlage des hochaffinen Proteasom-
Inhibitors Bortezomib konzipiert. Es wurden verschiedene bisher unerforschte elektrophile
Warheads in das peptidomimetische Grundgerist integriert, wobei das Inhibitordesign durch
(nicht-)kovalente molekulare Dockingstudien und Analyse der resultierenden Bindemodi unterstiitzt
wurde. Die potenziellen Inhibitoren wurden in umfangreichen Synthesen und Analysen erfolgreich
dargestellt und in ersten biologischen Assays an der Chymotrypsin-dhnlichen Untereinheit des

humanen 20S-Proteasoms zur Einordnung ihrer in vitro-Wirksamkeit evaluiert.



Abstract

Mutations in the human TRPML1 channel, a member of the mucolipin subfamily of the Transient
Receptor Potential (TRP) ion channels, are responsible for the autosomal recessive lysosomal storage
disease Mucolipidosis Type IV (MLIV) which is clinically characterized by profound neurobiological
developmental disorders, neuroretinal degeneration and iron deficiency anemia. The synthetic
TRPML1 agonist MK®6-83 can restore the function of specific TRPML1 mutant isoforms but the
exact location of the binding site within the ion channel and the underlying mechanisms of activation
remain unknown. To elucidate the key interactions between the ligand and the receptor, two
photoreactive (trifluoromethyl)diazirine-based analogues were developed, synthesized, and
kinetically evaluated in comprehensive photoactivation studies by F-NMR spectroscopy and
HPLC-MS analysis. These photoactivatable TRPML1 agonists represent very useful and valuable
tools for the identification of the binding site of MK®6-83 via photoaffinity labeling in combination
with a proteomics mass spectrometry approach. The knowledge gained from these studies will
significantly enhance the structure-based design of new and more potent TRPML activators for the
treatment of Mucolipidosis type IV. Furthermore, detailed analyses on the high-resolution crystal
structure of the extracytosolic/lumenal domain (ELD) of the human TRPML2 channel were
performed using advanced computer-based methods, thus making a significant contribution to its
structural and functional characterization. In addition, >45 new potential TRPML and TRPC6
activators based on known agonists were developed in design and synthesis cycles for their biological
evaluation in subsequent experiments and future projects. These findings could be used to derive
possible structure-activity relationships and could provide valuable information for the development

of more potent as well as selective ligands for the treatment of MLIV and depression, respectively.

Proteasome inhibitors have been clinically proven in recent years for the treatment of various non-
solid tumors such as multiple myeloma or mantle cell lymphoma. However, their therapeutic
application is limited due to their toxicity and the associated frequent and serious side effects,
highlighting the great interest in the development of new and more selective inhibitors. To improve
the safety profile of proteasome inhibitors and to ensure a more specific inhibition by modulating
their reactivity, novel molecules based on the high-affinity proteasome inhibitor Bortezomib have
been designed. The inhibitor design included several previously unexplored electrophilic warheads
that were integrated into the peptidomimetic backbone and was supported by (non-)covalent
molecular docking studies and analysis of the resulting binding modes. These potential proteasome
inhibitors were successfully synthesized and evaluated in first biological assays on the chymotrypsin-

like subunit of the human 20S proteasome to determine their efficacy in vitro.



Inhaltsverzeichnis

EPKIAIUNG ..ottt e bt b e b neenne e vii
(DT ] ST T U] o R SRR iX
ZUSAMMENTASSUNG ... .eiiiiiii ittt e s e e e st e e e te e e ste e e ssbeeesseeesnseeesnneeesneeens xi
Y 011 1 =T PR P PRSP xii
INNAIESVEIZEICANIS ... st snaee e sneee e xiii
BEMEIKUNGEN ...ttt XV
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ...t XiX

Design, Synthese und biologische Evaluierung neuer TRP-lonenkanal-Aktivatoren .. 1

N Yo ] (=T (U] T SRR 1
11 Transient Receptor Potential (TRP)-IoNeNKaNAIE. ..., 1
12 Photoaffinitatsmarkierung (Photoaffinity Labeling).........ccocvinciniiniincinerinssssissinenns 18

2 ProjeKtlbersiCNT.... ..o 27

3 Design, Synthese und photochemische Charakterisierung von (Trifluormethyl)-

diazirin-basierten TRPMLL-LIiganden ...........cccccveiiiieiiiii it 29
31 Einleitung, Motivation und VOrarbeiten ... 29
3.2 IMBNUSKI I ..o bbb bbb 35
3.3 Ansétze zur Identifikation potenzieller Bindestellen in der humanen TRPML1-ELD 71

4 Struktur der ELD des humanen TRPML2-lonenkanals.............cccocoveveniiiiienicnieene. 77
4.1 Zusammenfassung und eigener BEILIag ... sssssssssnes 77
4.2 PUBIKALION ... 82

5 Synthese von (potenziellen) TRPML-AKLIVatOren ...........ccccceevieeeiieeccie e 113
51 EINlQItuNG UN ZIEISEIZUNQ ......ocvvrieieiecrerssssee st esssasnes 113
52 Ergebnisse UNd DISKUSSION ........c.uiirisissssssssssssssssssssesssssssssssasssssssssssssssssssesssnnses 115
53 Resazurin-basierter ZellViabilItAtSTEST. ... 120
54 Zusammenfassung UNd AUSDIICK ... 121

6 TRPCE-AKEIVALOTEN ...ttt 123
6.1 EINIQItUNG UN ZIBISETZUNQ .......cvvvieiciscessssee s essssnes 123
6.2 Ergebnisse UNd DISKUSSION ... sssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssesssasses 126
6.3 Zusammenfassung uUNd AUSBIICK ... 133

Synthese und Reaktivitdt neuer Bortezomib-Kongenere mit diversen Warheads als
potenzielle Proteasom-INNiDItOreN ..........coeiiiiiiiiiiiiie e 135

7  Synthese und Reaktivitat neuer Bortezomib-Kongenere mit diversen Warheads 137

7.1 EINIEITUNG ..o s e 137



Xiv

72 MOtIVatioN UN ZIEISETZUNG .........overicereiseie ettt sssssssesssnees 149

73 Ergebnisse UNd DISKUSSION .........viiiiieiseinessssnsssssssssssssssssssssessssssssssssssssessssssssssssesssns 151
7.4 Zusammenfassung UNd AUSDIICK ... sssessssssssns 184
Y01 0 (0 Tl o (0] 1] 4 (= 189

Synthese des kovalenten Cdul-Inhibitors HIR108 ............cccceviiivei e, 191
8.1 EINIEITUNG ..o s bbb s 191
8.2 Zusammenfassung und igener BEITrag ... 193

Ruthenium(ll)- und Palladium(ll)- homo- und heterobimetallische Komplexe:
Synthese, Kristallstrukturen, theoretische Berechnungen und biologische Studien ..

..................................................................................................................................... 199

9.1 EINTEITUNG ..ot st 199
9.2 Zusammenfassung und igener BEITrag ... 201
9.3 PUBIIKATION ...t 204
IV Experimenteller Teilund ANhaNg ..........cooovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 223
10 EXperimenteller TEIl ... e 225
10.1  Allgemeine Methoden Und MESSQEIALE ... sssssiessens 225
10.2  Kinetische Analysen der DiazifinphotOIYSE ... 232
10.3  PhotoaffinitAtSMarkiErUNg......ccccoviiiinsss s sssesssessses 233
104 FIUOTIMELIISCNE ASSAYS .......vviieieiiiirieriisseiesis s 233
105 Computergestitzte Datenanalyse/DOCKING ... 236
10.6  Versuchsvorschriften zu Kapitel 3. sssssssessons 238
10.7  Versuchsvorschriften zu Kapitel 5. sssesssessons 257
10.8  Versuchsvorschriften zu Kapitel 6 ... 285
10.9  Versuchsvorschriften zu Kapitel 7 ... 312
10.10 Versuchsvorschriften zu Kapitel 8. sssssssessons 354
11 LIteraturVerZeiChNIsS .........ooviii i 361
12 7Y a1 =g o PSSR 383
121 NMR-SPEKIIEN ..ot 383
122 KriStalIStrUKTUTANEIYSE ... s 506
12.3  Zusétzliche Daten zum PAL der TRPMLL-ELD........cccccimmriieisesssssssenens 538
124 Testung an CYStEINPIOTEASEN .........oviiieeeneeeireesess et sssees st esssesesas 539
CUITICUIUM VITAE ...ttt 540

Inhaltsverzeichnis



Bemerkungen

Im Rahmen der hier beschriebenen Promotion ergaben sich verschiedene Kooperationen in den
einzelnen Forschungsprojekten. . SOVVic
B (Department Chemie, Abt. Biochemie) waren maBgeblich am TRPML-Projekt
(Expression der Proteine, Bestimmung der Kristallstruktur der extrazellularen/lumenalen Doméane

des humanen TRPML2-lonenkanals) beteiligt. | (AK Prof. )

realisierte viele biologische Untersuchungen potenzieller Aktivatoren am TRPC6-Kanal in
zellbasierten Tests. | sovic I - |stitut fUr
Immunologie, Universitdtsmedizin Mainz) fihrten die tryptischen Verdaus sowie die anschlieBenden
massenspektrometrischen Analysen nach den Photoaffinitatsmarkierungs-Experimenten durch. il
I ' I  bestimmten die Kristallstrukturen der
synthetisierten Diazirine. | crmoglichte durch die Durchfiuhrung zahlreicher
Enzymassays eine rasche Bearbeitung des Proteasom-Projektes. Die Laborarbeit wurde zudem durch
sieben studentische Forschungspraktika (je vier bis sechs Wochen; aufgefiihrt in chronologischer
Reihenfolge) unterstiitzt:

B (. S)nthese eines potenziellen Taspasel-Inhibitors )

B B B ( Synthese und Charakterisierung potenzieller Taspasel-
Inhibitoren )

B (. Synthese eines modifizierten Aktivators zur Photoaffinitatsmarkierung
von TRPML1-Kandilen )

B (. Snthese von 6-Benzyl-2,4-diisovalerylphloroglucinolderivaten als
potenzielle TRPC6-Aktivatoren )

B ( Synthese eines modifizierten TRPML-Aktivators mit photoreaktiver
Trifluormethyl-Diazirineinheit )

s B B B ( Synthese von TRPC6-Aktivatoren mit verschiedenen C5-
Arylderivaten*)

I (S)nthese des Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)-Inhibitors
Rucaparib®)

Die Beitrage dieser sowie anderer nicht hier aufgefiihrter Personen (Testungen an anderen Enzymen

sowie Zelltoxizitatsbestimmungen) sind an den betreffenden Stellen klar kenntlich gemacht.

Dariber hinaus wurden wéhrend des Promotionsvorhabens einige Bachelor- und Masterarbeiten im
Studiengang Chemie/Biomedizinische Chemie konzipiert und betreut (aufgefiihrt in chronologischer

Reihenfolge):



XVi

B (. 7viazoldicarbonsdurederivate als potenzielle Aspartat-Mimetika* —
Bachelorarbeit (Juni 2017))

I ( Design und Synthese neuer Proteasominhibitoren* — Masterarbeit
(November 2017))

B (. Synthese und Modifikation von PARP-Inhibitoren zu Vorstufen von
drug conjugates “ — Bachelorarbeit (November 2018))

I (. Synthese und Design von Poly(ADP-Ribose)Polymerase (PARP)-
Inhibitoren‘ — Masterarbeit (Mai 2019))

I (. S)nthese und Testung neuer potenzieller Proteasom-Inhibitoren* —
Masterarbeit (September 2019))

I (. Ltablierung neuer Syntheserouten zur Darstellung potenzieller 20S-
Proteasominhibitoren * — Masterarbeit (September 2019))

Publikationen der im Rahmen dieser Dissertation erhaltenen Ergebnisse:

K. Schwickert, M. Andrzejewski, S. Grabowski, T. Schirmeister, Synthesis, X-ray Structure
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diazirine-containing TRPMLL1 Ligands, J. Org. Chem., submitted.

Eigener Beitrag: Strategisches Design und Synthese der neuen (Trifluormethyl)diazirin-
basierten TRPML1-Liganden, Photoaktivierungsstudien (kinetische Charakterisierung der
photochemischen Reaktion) mittels *F-NMR und HPLC-MS-Analysen, Verfassen der
dazugehdrigen Abschnitte (inkl. Erstellung der Abbildungen) in der Publikation sowie der
Supplementary Information (SI).

K. K. Viet, A. Wagner, K. Schwickert, N. Hellwig, M. Brennich, N. Bader, T. Schirmeister,
N. Morgner, H. Schindelin, U. A. Hellmich, Structure of the Human TRPML2 lon Channel
Extracytosolic/Lumenal Domain. Structure 2019, 27, 1246-1257.e5

Eigener Beitrag: Datenanalyse und Interpretation (v. a. Vergleich der humanen TRPML1-,
2- und 3-ELDs, Berechnung der Porendimensionen mit HOLE, Kalkulation der
elektrostatischen Potentialoberflachen, Erstellung des Homologiemodells fir TRPML2,
paarweises Strukturalignment der drei humanen TRPML-Kanal-ELDs), Verfassen der
dazugehdrigen Abschnitte (inkl. Erstellung der Abbildungen) in der Publikation sowie der

Supplementary Information (SI).
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Design, Synthese und biologische Evaluierung neuer

TRP-lonenkanal-Aktivatoren






1 Einleitung

1.1  Transient Receptor Potential (TRP)-lonenkanéle

lonenkanéle spielen eine zentrale Rolle beim Transfer geladener lonen (v. a. Na*, K*, CI-, Mg?* und
Ca?*) Uber impermeable Membranen von menschlichen Zellen sowie die der darin befindlichen
Organellen.[*21 Sie fungieren als molekulare Schalter, die den selektiven Transport von mehr als zehn
Millionen lonen pro Sekunde entlang eines Konzentrationsgradienten ermdglichen.! Diese prazise
und zeitlich kontrollierte freigesetzte elektrische Energie ist relevant fiir die Steuerung einer Vielzahl
physiologischer Prozesse wie z. B. die Kommunikation zwischen den Zellen (Synapsen),
Reizweiterleitung, Kontraktion von Muskulatur, Signaltransduktion und Kontrolle der zellularen
Homaostase. Die Fahigkeit minimale umweltbedingte Anderungen wahrzunehmen und adaquat auf
diese zu reagieren, ist flr alle Lebewesen essenziell.’) Beispielsweise ermdglichen lonenkanale in
Hautzellen, thermische Schwankungen uber einen bestimmten Schwellenwert hinaus (Hitze oder
Kaélte) zu registrieren, sodass infolge des lonenflusses und der Reizweiterleitung zum Gehirn eine
Reflexreaktion ausgelost wird, die eine weitere Schadigung des Gewebes unterbindet.5" Viele
lonenkanéle stellen somit zellulére Sensoren dar, die chemische und physikalische Fluktuationen in
der duReren oder inneren Umgebung der Zelle in (elektrische) Signale, v. a. tiber Ca?*-lonen als
second messenger, umwandeln und somit unter anderem eine Anpassungs- und Schutzfunktion

ausiiben.l!

mechanische Reize
natiirliche und @
synthetische Liganden $ 3 (D'“‘k’Deh"““g)@
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&5 @ . Anderung des
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===l Reizweiterleitung, Signaltransduktion, Muskelkontraktion etc.

Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines in einer biologischen Membran integrierten lonenkanals. Die Aktivierung und
die damit verbundene Erhohung der lonenleitfahigkeit konnen Uber diverse Mechanismen (u. a. liganden- oder

spannungsgesteuert bzw. mechanosensitiv) erfolgen.
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Innerhalb der lonenkandle stellen Transient Receptor Potential-(TRP-)lonenkandle die
signifikantesten Vertreter in der sensorischen Physiologie dar, da sie fur die Wahrnehmung vieler
diverser Stimuli eine substanzielle Rolle einnehmen.*8121 Sje sind unter anderem maRgeblich an der
Differenzierung zwischen verschiedenen Temperaturen, Schmerzwahrnehmung (Nozizeption), am
Geruch, Geschmack (Unterscheidung zwischen siR, bitter und umami) sowie am Sehvermdgen,
beteiligt."13171 Die TRP-Superfamilie der Kationenkanile umfasst sieben Subfamilien, die
basierend auf sequenziellen und topologischen Unterschieden in zwei Gruppen eingeteilt sind und
sich durch eine groRere Vielfalt an lonenselektivitdten und Aktivierungsmechanismen von anderen
lonenkanaltypen abgrenzen.*®  Gruppe | besteht aus funf Unterfamilien: TRPC
(classical/canonical), TRPV (vanilloid), TRPM (melastatin), TRPA (ankyrin) und TRPN (NOMPC),
die untereinander eine hohe Sequenzidentitdt innerhalb der Transmembrandoménen besitzen.
Gruppe 1l wird aus den TRPP (polycystin)- und TRPML (mucolipin)-Subfamilien gebildet, welche
im Vergleich zu Gruppe | aufgrund der geringeren Sequenzéhnlichkeit und der Anwesenheit einer
charakteristischen grol3en extrazelluldéren Doméne (extracytosolic/lumenal domain, ELD) zwischen
den Transmembransegmenten S1 und S2 separat klassifiziert werden (Abb. 1.2).

Gruppel TRPC TRPV TRPM TRPA TRPN

extrazellular

intrazellular

Gruppe ll

Abb. 1.2: Ubersicht tiber die sieben TRP-Subfamilien, welche in zwei Gruppen eingeteilt werden. Die Transmembran-
doménen sind als vertikale schwarze Zylinder dargestellt, wobei sich zwischen S5 und S6 die Porenschleife (P) befindet.
Kationen werden als mit (+) gekennzeichnete Kugeln visualisiert. A: Ankyrin-Repeat (griin), cc: coiled-coil-Doméne (rot),
TRP-Doméne (blau), Kinase-Doméne (rot): nur TRPM6 und 7. ELD: extracytosolic/lumenal domain (orange). Modifiziert

in Anlehnung an Venkatachalam und Montell.[]
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Alle insgesamt ca. 30 Mitglieder der TRP-Superfamilie weisen sechs Transmembrandomanen
(6-TM) einschlieBlich der Porenschleife zwischen den Segmenten S5 und S6 auf, die sich zu
Tetrameren zusammenlagern und somit die fur Kationen durchléssige Pore bilden. Sie werden in
verschiedenen Gewebetypen exprimiert und sind hauptsachlich fir Ca?*- und Na*-lonen permeabel,
sodass die intrazellulare Ca?*- und Na*-lonenkonzentration ([Ca?*]; sowie [Na*]i) entsprechend ihres
elektrochemischen Gradienten entlang der Membran erhéht wird und somit die Depolarisierung der

Zelle bzw. weitere Effekte in der Signaltransduktionskaskade bedingen.™?

Die Aktivierung und Regulation der TRP-lonenkanéle kann generell auf unterschiedliche Art und

Weise erfolgen:6:11-1216.18]

1) Einfluss exogener (und zum Teil auch endogener) Liganden, wie z. B. kleine organische Molekile
synthetischen oder natdrlichen Ursprungs (Capsaicin, Menthol etc.), Purinnucleotide
und -metabolite (ADP-ribose, NAD™"), Derivate aus dem Lipidstoffwechsel (Diacylglycerol
(DAG), Phospholipide etc.).

2) (Indirekte) Stimulierung Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRS) durch Aktivierung von
Phospholipase C (PLC) mit resultierender Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP2)-
Hydrolyse und der damit verbundenen DAG- sowie Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3)-Produktion.

3) Direkte Aktivierung durch thermischen bzw. mechanischen Einfluss oder osmotisch bedingte
Zellschwellungen.

In vielen Fallen wird der Ablauf des exakten Aktivierungsmechanismus kontrovers diskutiert, sodass
die oben beschriebenen Wege héufig als Modelle anzusehen sind.[***? Die Tatsache, dass nicht nur
ein konkreter Weg fiir jeden Kanal existiert, sondern die Offnung eines bestimmten Kanalsubtyps
durch multiple interne bzw. externe Stimuli induziert und die Modulierung der TRP-Kanal-
abhangigen lonenleitfahigkeit Gberdies durch posttranslationale Modifikationen, wie z. B.
Phosphorylierungen, gesteuert werden kann, hebt die Komplexitat der TRP-Kanal-Modulation
zuséatzlich hervor.*? Der Ursprung der TRP-Kanale ist auf das fir die Lichtreaktion verantwortliche
trp-Gen in Drosophila melanogaster-Photorezeptorzellen zurtickzufiihren.!-211 Mutationen im trp-
Gen fiihrten zu einer transienten (voriibergehenden) anstelle einer anhalten Lichtreaktion mit einer
ca. 10-fachen Abnahme des lichtinduzierten Ca?*-Einstroms in die Photorezeptorzellen.'® Das damit
verbundene transiente Rezeptorpotenzial (transient receptor potential) fuhrte schliellich zur
Namensgebung des verantwortlichen Ca?*-lonenkanals TRP, dessen Klonierung und funktionelle

Charakterisierung ca. 20 Jahre nach Entdeckung der Mutanten erfolgte.[20-24

Mit einer Sequenzidentitit von = 30% sind die TRPC-Kandle (canonical/classical) in S&ugetieren
am né&chsten mit den Drosophila TRPs verwandt und waren somit die ersten Homologe, die
identifiziert wurden.?>2% Insgesamt sind sieben TRPCs beschrieben (TRPC1-7), wobei in Menschen

jedoch nur sechs derselben exprimiert werden, da es sich bei TRPC2 um ein Pseudogen handelt.[??

1.1 Transient Receptor Potential (TRP)-lonenkanéle
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TRPCL1 ist in nahezu allen Gewebetypen vorzufinden, wéhrend andere Mitglieder dieser Subfamilie
hauptsachlich im Nervensystem lokalisiert sind.[®??2%] Die Aktivierung dieser lonenkanéle erfolgt
durch den Einfluss verschiedener Phospholipase C-Isoformen (siehe oben) und Diacylglycerol
(insbesondere TRPC6 und 7; vgl. auch Kap. 1.1.2); zudem wird fir einige TRPC-Proteine zusatzlich
eine Aktivierung durch Entleerung interner Ca?*-Speicher (kontrovers) diskutiert (store-operated
channel, SOC), jedoch sind die zugrundeliegenden Mechanismen dieser Signalkaskade bisher nicht
exakt aufgeklart worden.*! In Analogie zu den Drosophila TRPs weisen TRPC-lonenkanéle in
Sdugetieren die  charakteristische  Sechs-Transmembrandoméane zwischen den beiden
cytoplasmatisch lokalisierten N- und C-Termini auf, in welchen weitere nennenswerte
Sequenzelemente vorzufinden sind: Der N-Terminus enthalt drei bis vier Ankyrin-Repeats, die in
variabler Anzahl auch struktureller Bestandteil der anderen Subfamilien aus Gruppe | der TRP-
Superfamilie (TRPV, TRPA, TRPN, nicht jedoch TRPM) sind. Dariiber hinaus umfasst das
C-terminale Ende die sogenannte TRP-Domane mit einem hochkonservierten TRP-Box-Motiv (Glu-
Trp-Lys-Phe-Ala-Arg) sowie eine prolinreiche Sequenz (TRP-Box 2), welche auch in TRPM- und
TRPN-lonenkanalen enthalten sind.[** Der TRPV1-lonenkanal aus der Unterfamilie der TRPV
(vanilloid)-Kanale (TRPV1-6) gehort zu den populérsten Vertretern der TRP-Superfamilie, dessen
Wirkungsweise z. B. beim Genuss pikanter Speisen im téglichen Leben wahrgenommen werden
kann. Die Aktivierung dieses Ca?*-lonenkanals erfolgt vor allem durch inflammatorische Vanilloide
wie Capsaicin, das in scharfen Lebensmitteln (z. B. Chili) den typischen ,heilen* Geschmack
induziert.”®! Dieselben Effekte werden durch andere chemische Liganden, unter anderem das
Endocannabinoid Anandamid, Piperin (in schwarzem Pfeffer), Allicin (Knoblauch), Campher und
dartiber hinaus durch Hitze (T = 43 °C) hervorgerufen.[?>?° Die Aktivierungsschwelle fiir die
Kationenleitfahigkeit von TRPV1 wird durch den Einfluss proinflammatorischer Cytokine sowie
durch einen niedrigeren pH-Wert (pH < 5.9), welcher im Gewebe bei Verletzungen bzw.
Entziindungsprozessen einhergeht, zusatzlich herabgesetzt.®®) Neben TRPV1 fungiert TRPV2
ebenfalls als molekularer Integrator fir das Schmerzempfinden in sensorischen Neuronen, der durch
hohe Temperaturen (T = 52 °C) und Zellschwellungen, jedoch im Vergleich zu TRPV1 nicht durch
Capsaicin oder pH-Wert-Anderungen aktiviert wird.*Y Die Stimulierung von TRPV3 und TRPV4
erfolgt ebenfalls durch Warmeeinwirkung (T = 30 °C und T = 27 °C) und Campher (TRPV3),
wahrend TRPV5 und TRPV6 keine temperatursensitiven lonenkanéle darstellen und sich vor allem
durch eine sehr hohe Ca?*-lonenselektivitat (Permeabilitatsverhéltnis Pc, : Pna > 100) auszeichnen,

die bei der Ca?*-(Re)Absorption im Darm sowie den Nieren eine wichtige Rolle einnimmt.[27:32-35]

Die TRPM (melastatin)-Subfamilie besteht aus acht Mitgliedern (TRPM1-8) und leitet sich vom
TRPM1-Kanal ab, dessen urspriingliche Bezeichnung Melastatin aufgrund der Korrelation seiner
Expressionslevel in metastatischen Melanomzelllinien fur diese Unterfamilie namensgebend

ist.%11%1 Eiir das mutmaRliche Tumorsuppressor-Protein TRPM1 konnte eine verringerte Expression
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in metastatischen im Vergleich zu nicht-metastatischen Melanomzellen nachgewiesen werden. 6
TRPMb5-lonenkandle sind unter anderem in Rezeptorzellen der Zunge vorzufinden, wo sie fur die
Wahrnehmung stiBen, bitteren und umami Geschmacks relevant sind.[*”*1 TRPM6- und TRPM7-
Kanéle nehmen unter den lonenkanélen eine einzigartige Position ein, was auf das VVorhandensein
einer atypischen Proteinkinasedomane im C-Terminus zurlickzufiihren ist (sog. Chanzyme), deren
spezifische Funktion und physiologische Bedeutung bisher nicht eindeutig geklart ist.[°38-%
Untersuchungen legen nahe, dass diese Doméne vermutlich eine Rolle bei der Assemblierung des
lonenkanals und der subzelluldren Lokalisierung spielt, sich jedoch fiir die Aktivierung des Kanals
nicht als essentiell erweist.**-411 Sowohl TRPM6- als auch TRPM7-Kanale sind fir Mg?*-lonen
permeabel, sodass diese einen relevanten Beitrag in der Mg?*-Homdostase, vor allem in Nieren und
Darm leisten.[**21 Bei TRPM8 handelt es sich um einen weiteren thermisch regulierten TRP-
Tonenkanal (,,ThermoTRP*; vgl. auch TRPV1-4) in sensorischen Neuronen, der vor allem durch
kiihlere Temperaturen (T = 8-28 °C) und Chemikalien wie Menthol, Icilin und 1,8-Cineol
(Eucalyptol), die einen charakteristischen kiihlenden Effekt hervorrufen, stimuliert wird.[34%]
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