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Zusammentfassung (Deutsch)

Bei TRPM2 handelt es sich um einen Kationenkanal, der permeabel fiir Natrium-, Kalium-
und Calciumionen ist. Der Kanal kann durch die Agonisten Adenosin-5"-diphosphoribose
(ADPR) und 2'-Desoxy-ADPR geoffnet werden, wobei sich die Calciumionenkonzentration,
die Temperatur und der pH-Wert auf das Offnungsverhalten auswirken. Ob es sich auch
bei cyclischer ADP-Ribose (cADPR) um einen TRPM2 Agonisten handelt, wird in der
Literatur seit langerem kontrovers diskutiert.

In den letzten Jahren konnte dank der Weiterentwicklung der Elektronenmikroskopie die
Struktur verschiedener TRPM2-Orthologe aufgeklart werden, ein wichtiger Schritt zum
besseren Verstandnis der Regulation des Kanals.

Es wurde beobachtet, dass die NUDT9H-Doméane in TRPM2 aus der Seeanemone
Nematostella vectensis zwar katalytische Aktivitat aufweist und den Liganden hydrolytisch
spaltet, aber nicht zur Aktivierung des Kanals erforderlich ist. Im Gegensatz dazu ist die
NUDT9H Domaéne in Wirbeltieren katalytisch inaktiv. Dies deutet darauf hin, dass es im
Verlauf der Evolution zu Veranderungen in der Funktionsweise des Kanals gekommen ist.
Die relativen Beitrage der strukturell unterschiedlichen Bindungsstellen fiir die Aktivierung
des humanen Kanals sind noch nicht hinreichend geklart.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung der beiden Bindungsstellen fiir die
Aktivierung des humanen Kanals ndher untersucht, indem die Bindung von Nukleotiden
durch Punktmutationen verhindert wurde. Dabei zeigte sich, dass die Inaktivierung jeweils
einer Bindungsstelle dazu fiihrt, dass der Kanal weder durch ADPR noch durch 2"-Desoxy-
ADPR aktivierbar ist.

Dartiber hinaus wurde der Frage nachgegangen, ob es sich bei dem sekundéren Botenstoff
cADPR um einen TRPM2 Agonisten handelt. cADPR wird seit langem als moglicher
Agonist fiir TRPM2 diskutiert und die Beobachtung, das ADPR in der MHR1/2 Domaéne in
einer Hufeisen-formigen Konformation vorliegt, konnte darauf hindeuten das cADPR an
die MHR1/2 Domaéne zu binden vermag. In einigen Publikation konnte der durch cADPR
induzierte Strom zudem durch den cADPR-Antagonisten 8-Br-cADPR unterdriickt werden.
Mittels elektrophysiologischen Messungen an TRPM2 exprimierenden HEK-293 Zellen
wurde die Wirkung von cADPR auf TRPM2 unter verschiedenen Bedingungen untersucht.
In keiner der untersuchten Bedingungen fiihrte die Infusion von cADPR zu einer
Aktivierung des Kanals. Auch die Co-Infusion von cADPR zusammen mit einer ADPR
Konzentration, die gerade noch keine Aktivierung des Kanals hervorruft, fithrte zu keiner
Zunahme des Stroms in den Zellen. Ein in der Literatur beschriebener, synergistischer Effekt
von cADPR und ADPR konnte dementsprechend nicht bestatigt werden.

Um den Unterschied zwischen ADPR und cADPR noch besser herauszuarbeiten, wurde
zudem mit IDPR und N1-cIDPR gearbeitet. Bei N1-cIDPR handelt es sich im Vergleich zu
cADPR um ein hydrolyse-stabileres Molekiil. Als cADPR analoges Molekiil kann es
Calciumionen freisetzen. Auch IDPR wurde bereits zuvor als TRPM2 Agonist beschrieben,
jedoch konnte mit kommerziell erhdltlichem IDPR kein TRPM2-Strom beobachtet werden.
Auch durch N1-cIDPR lief§ sich hTRPM2 nicht aktivieren.



Um die Aktivierung von TRPM2 in Zellen mittels Imaging zu untersuchen wurde ein
Reportersystem etabliert, bei dem ein genetisch-codierter Ca*-Indikator fiir optisches
Imaging (GECO) durch einen Intrabody an den Kanal gebunden wurde. TRPM2 wurde
dafiir mit einem nicht natiirlich vorkommenden Epitop (ALFA-tag) exprimiert. Der
bidirektionale Expressionsvektor enthielt zudem die codierende Sequenz fiir ein
Fusionsprotein aus dem a-ALFA-Intrabody und dem genetisch encodierten Ca*-Indikator
(GECO). Dieser Vektor wurde in HEK-293-Zellen exprimiert und die Funktion des Systems
elektrophysiologisch und mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
Elektrophysiologisch zeigte sich, dass die Fusion des ALFA-tags an den N-Terminus von
TRPM2 die Aktivierung durch ADPR nicht beeintrachtigt. In einem Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskop konnte eine Zunahme der GECO-Fluoreszenz nach Infusion von
ADPR tiiber die Patch-Pipette beobachtet und somit die Eignung des Konstrukts als
Reportersystem demonstriert werden.
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Abstract (English)

TRPM2 is a cation channel permeable to sodium, potassium and calcium ions. Gating is
mediated by the agonist ADPR and the superagonist 2'-deoxy-ADPR as well as influenced
by intra- and extracellular calcium ion concentration, temperature and the pH. Whether the
second messenger cCADPR is a TRPM2 agonist has been controversially discussed for years.
During recent years progress in electron microscopy resulted in the solution of structures of
different TRPM2 orthologues, an important step to understand the regulation of the channel.
The N-terminal MHR1/2 domain and the C-terminal NUDT9H domain each feature a
nucleotide binding site. The NUDT9H domain of the sea anemone Nematostella vectensis has
been demonstrated to be catalytically active yet dispensable in the gating process, whereas
this domain shows no catalytic activity in vertebrates. This points to the possibility of a
functional shift during evolution. The relative contributions of both binding sites in the
gating of human TRPM2 could not be sufficiently resolved so far.

In this thesis the relative relevance of both binding sites was examined by introducing point
mutations incapacitating nucleotide binding to the respective site. Interfering with either
nucleotide binding this way resulted in a complete loss of gating function for both ADPR
and 2'-deoxy-ADPR.

Furthermore, investigations on the potential of cADPR is a TRPM2 agonist were performed,
since this molecule has long been discussed in this capacity. The demonstration of ADPR
binding to the MHR1/2 domain binding site in a horseshoe like conformation seems to
indicate the potential for cADPR binding to this site as well. Some publications show an
inhibition of cADPR mediated currents via 8-Br-cADPR. The effect of cADPR on HEK-292
cells expressing hTRPM2 under different conditions was investigated by patch clamp
measurements. Infusion of cCADPR was unable to elicit a current under any of the tested
conditions. Co-infusion of ADPR with sub-activation-threshold concentrations of ADPR
showed no increase in current. The published synergistic effect of ADPR and cADPR could
therefore not be confirmed.

IDPR and N1-cADPR were used to demonstrate the difference between cADPR and ADPR
even more clearly. While cADPR can degrade to ADPR, N1-cIDPR does not degrade to IDPR.
Said IDPR has been described as a TRPM2 agonist, yet infusion of commercially available
IDPR did not result in TRPM2 currents. N1-cIDPR was unable to elicit TRPM2 currents, too.

It would be useful to visualize the activation of TRPM2. Therefore a reporter system was
established in which a genetically encoded Ca* indicator for optical imaging (GECO) bound
to TRPM2 via an intrabody. A non-natural epitope called ALFA-tag was introduced in a
target protein, in this case TRPM2, and functions as the intrabody binding site.

The coding sequences of the tagged TRPM2 and the GECO-intrabody fusion protein were
transfected into HEK-293 cells using a bidirectional expression vector, so cells expressing
the reporter system could be measured using electrophysiological measurements and
fluorescence microscopy.

It could be demonstrated in electrophysiological experiments, that fusing the ALFA-tag to
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the N-terminus of TRPM2 did not interfere with channel activation be ADPR. An increase
in GECO-fluorescence after infusion of ADPR was observed in wide field fluorescence
microscopy.
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1 Einleitung
1.1 Ionenkandle
1.1.1 Einordnung: Ionenkanéle und Calciumsignale

Calciumionen spielen in Zellen als sekundarer Botenstoff eine Rolle, um unzahlige
physiologische Prozesse zu regulieren (1). Dazu gehoren beispielsweise die
Muskelkontraktion (2), die Sekretion von Neurotransmittern (3) und die Proliferation von
T-Zellen (4). Zur Vermittlung dieser Signalwirkung braucht es Moglichkeiten, um die
Calciumionenkonzentration in verschiedenen Kompartimenten genau einstellen zu konnen.
Neben aktiven Transportern sind Ionenkanaéle eine dieser Moglichkeiten.

Es gibt unterschiedliche Regulationsmechanismen zur Steuerung der Offnung von
Ionenkanélen: Die beiden Hauptmechanismen dabei sind die Steuerung iiber Spannung
und tiber Liganden, es gibt jedoch auch mechano- (5), licht- (6) und temperatursensitive (7)
Ionenkandle. Zellen, die {iiber spannungsgesteuerte Calciumionenkandle verfiigen,
bezeichnet man als elektrisch erregbare Zellen, wahrend Zellen ohne diese Kanale elektrisch
nicht erregbare Zellen genannt werden (1).

In elektrisch erregbaren Zellen 16st eine Depolarisation die Offnung spannungsgesteuerter
Ionenkandle aus, sodass auf die initiale Depolarisierung ein weiterer Ionenstrom durch
spannungsabhangige Kanale folgt, der in Neuronen als Aktionspotential messbar ist. Zu
diesen spannungsgesteuerten Kandlen gehoren unter anderem spannungsabhangige
Calciumionenkanale. (8).

Calciumionen dienen jedoch nicht nur als Trager elektrischer Ladung, sondern fungieren
auch als Signalmolekiil, das in elektrisch erregbaren und elektrisch nicht erregbaren Zellen
die Funktion von Proteinen reguliert.

Ein Beispiel fiir einen solchen Signalweg in elektrisch nicht-erregbaren Zellen liefert die
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren: Bindet der passende Ligand an einen
dieser Rezeptoren, der an ein heterotrimeres Gq Protein gekoppelt ist, zerfallt dieses Gq
Protein in die a-Untereinheit (mit gebundenem GTP) und die y-Untereinheit. Die a-
Untereinheit Gagn stimuliert die Phospholipase Cp, die darauthin Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2), ein Phospholipid innerhalb der Plasmamembran, hydrolysiert (9). Die
entstehenden Produkte sind Inositol-1,4,5-trisphosphat (IPs) und Diacylglycerol (DAG): IPs
ist der Ligand des IPs-Rezeptor Calciumkanals, der in der ER-Membran zu finden ist. Bindet
der Ligand an den Rezeptor, so kommt es zur Freisetzung von Calciumionen aus dem ER
ins Zytoplasma (10). DAG aktiviert gemeinsam mit Calciumionen bestimmte Isoformen der
Proteinkinase C, die wiederum ihrerseits unterschiedliche Proteine phosphorylieren und in
ihrer Funktion modulieren kénnen (11).

Ebenso wie der IPs-Rezeptor erlaubt auch der Ryanodinrezeptor im gedffneten Zustand eine
Freisetzung von Calciumionen aus dem ER (bzw. dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR),
da der Ryanodinrezeptor stark in Muskelzellen exprimiert wird) ins Zytoplasma (12). Er
wird nicht nur von Adeninnukleotiden, sondern auch von der zytoplasmatischen Calcium-
und Magnesiumionenkonzentration (13) reguliert und kann beispielsweise durch Koffein
pharmakologisch beeinflusst werden (14).
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Aktive Transporter, die Calciumionen wieder aus dem Zytoplasma entfernen, verhindern
eine dauerhafte Erhohung der Calciumionenkonzentration. Die Calcium-ATPase des
sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Reticulums (SERCA: Sarcoplasmatic/
Endoplasmatic Reticulum Calcium ATPase) transportiert Calciumionen unter energetischer
Kopplung an die ATP-Hydrolyse ins ER bzw. SR (15, 16). Jedoch werden Calciumionen aus
dem Zytosol nicht nur in intrazelluldre Speicher, sondern auch aus der Zelle hinaus
transportiert. Diese Funktion erfiillt die Plasmamembran Calcium ATPase (PMCA), die
zwar eine hohe Affinitdt zu Calciumionen (17), aber eine geringe Transportgeschwindigkeit
aufweist. Dementsprechend kann sie zytoplasmatische Calciumionenkonzentration zwar
auf einem niedrigen Niveau (in einer Grofienordnung von 100 nM) halten, dieses aber nach
einem Signal, bei dem die Calciumionenkonzentration deutlich angestiegen ist, nicht
schnell wiederherstellen (18). Vor allem in elektrisch erregbaren Zellen gibt es zudem den
Natrium-Calcium-Austauscher (NCX, Na*/Ca?>* Exchanger) (19), der mit niedrigerer
Affinitat, aber hoher Geschwindigkeit in einem Antiport je ein Calciumion aus der Zelle
hinaus und drei Natriumionen hinein befordert, wobei der Konzentrationsgradient fiir
Natriumionen, aufgebaut von der Na*/K*-ATPase, die Triebkraft fiir den Transport liefert
(20).

Nicht nur in den Membranen von ER und SR, sondern auch in der Plasmamembran
existieren Kanile, die permeabel fiir Calciumionen sind, und durch die diese ins
Zytoplasma einstromen konnen. In einem Prozess namens SOCE (store operated calcium
entry) wird ein Calciumioneneinstrom in die Zelle mithilfe von STIM1 (Stromal Interaction
Molecule 1) (21) und Orail (22) ausgeldst, sobald die Calciumionenkonzentration im ER
sinkt. STIM ist ein Protein in der ER-Membran, das als Calciumsensor des ER fungiert. Wenn
die Calciumionenkonzentration unter eine bestimmte Schwelle sinkt, assoziiert es mit Orail,
einem Calciumkanal in der Zellmembran, der sich daraufhin 6ffnet (23).

Ein weiteres Beispiel fiir einen Kanal, der einen Calciumionenstrom durch die
Plasmamembran vermittelt, ist der NMDA-Rezeptor (N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor), ein
synaptischer Glutamatrezeptor (24). Er ist allerdings nicht selektiv fiir Calciumionen.
Stattdessen handelt es sich um einen Kationenkanal, den beispielsweise auch Natrium- und
Kaliumionen durchqueren kénnen (25). Darin dhnelt der NMDA-Rezeptor den Kandlen der
TRP-Kanal-Superfamilie (Transient Receptor Potential), bei denen es sich ebenfalls um
Kationenkandle handelt, die nicht nur ein bestimmtes Kation passieren lassen, wobei die
Leitfahigkeit und Permeabilitdt fiir einzelne Ionen zwischen den unterschiedlichen TRP-
Kanélen variiert (26).
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1.1.2 Die Familie der TRP-Kanale

Die Bezeichnung TRP (transient receptor potential) kann auf die im Jahr 1969 entdeckte trp
Mutante der Fruchtfliege Drosophila melanogaster zuriickgefiihrt werden. Diese zeichnete
sich phanotypisch dadurch aus, dass die Sicht der Tiere, nachdem sie sich im Dunkeln
befunden haben, ldnger brauchte, um sich wieder an helles Licht anzupassen. Im
Elektroretinogramm zeigte sich, dass das Rezeptorpotential der mutierten Zellen sehr viel
schneller abnahm als beim Wildtyp, wenn diese hellem Licht ausgesetzt wurden (27). Dass
es sich bei dem mutierten Gen um einen Ionenkanal handelte, wurde allerdings erst klar,
nachdem es kloniert und das Genprodukt ndher untersucht worden war (28).

Die Proteine der TRP-Superfamilie bilden tetramere Kanaéle, die sowohl als homomere wie
auch heteromere Kanile innerhalb einer Unterfamilie wie auch zwischen verschiedenen
Unterfamilien vorkommen. Zusétzlich existieren unterschiedliche SpleifSvarianten, sodass
insgesamt iiber hundert unterschiedliche TRP-Kanale beschrieben wurden (29).

Die unterschiedlichen trp Gene wurden nach ihrer Sequenzdhnlichkeit in sieben
Unterfamilien eingeteilt (29). Seit der Entdeckung des TRPY1 Kanals im Jahr 2001 gibt es
zudem eine achte TRP-Familie, in die bisher drei weitere Mitglieder eingruppiert wurden
(30).

Tabelle 1.1 Die acht TRP-Kanal-Familien

Familie [Familienbezeichnung

TRPA ankyrin

TRPC | canonical (auch classical)
TRPM | melastatin

TRPML |'mucolipin

TRPN | Drosophila NOMPC

TRPP polycystin
TRPV  |vanilloid
TRPMY |yeast

Die humane TRPA-Familie besteht nur aus einem einzigen Mitglied, TRPA1, einem
Rezeptor fiir schmerzhafte Kaltereize (31), wahrend Drosophila melanogaster tiber vier
unterschiedliche TRPA Kanadle verfiigt: TRPA1-3 und Pain, die alle in die Wahrnehmung
von Temperatur und Schmerz involviert sind (32).

Die TRPC-Familie besteht aus sieben Mitglieder, TRPC1-7, wobei trpc2 bei Menschen ein
Pseudogen ist, wahrend es bei Mausen funktionelle Kandle bildet, die im Kontext von SOCE
aktiviert werden (33). TRPC Monomere bilden nicht nur heteromere Kanidle mit
unterschiedlichen Mitgliedern der eigenen Proteinfamilie (34), sondern auch mit TRP-
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Kandlen anderer Unterfamilien, wie beispielsweise mit TRPP2 (35) oder mit TRPP2 und
zusatzlich TRPV4 (36) und werden zudem in vielen unterschiedlichen Zelltypen exprimiert.
Dementsprechend sind TRPC-Kanéle in eine ganze Reihe unterschiedlicher Prozesse
involviert, von der Entwicklung des fetalen Gehirns (37, 38) bis zur Angiogenese in
Nierenzellkarzinomen (39).

Die acht Kanidle der TRPM-Familie haben ebenfalls unterschiedliche Funktionen. TRPM1
wird von Melanom-Metastasen exprimiert und kann daher als diagnostischer Marker fiir
diese genutzt werden (40). TRPM4 ist unter anderem in die Aktivierung von Mastzellen bei
allergischen Reaktionen involviert (41) und TRPMS in die Kaltedetektion (42).

TRPML1 wurde entdeckt, da es das entscheidende Gen im Rahmen der rezessiv
vererblichen, neurodegenerativen Erkrankung Mukolipidose Typ IV ist. Es handelt sich
dabei um einen Ionenkanal in der Membran von Lysosomen (43). TRPML2 scheint im
Kontext der B-Zellen eine Aufgabe im Immunsystem zu erfiillen (44) wahrend eine
TRPML3-Mutationen bei Mausen unter anderem zu einem Horverlust fiihrt (45).

Eine Familie von TRP-Kanalen, die in Sdugetieren nicht vorkommt, sind die TRPN-Kanale.
Diese finden sich in Zebrafischen (Danio rerio) und in Fruchtfliegen (Drosophila melanogaster).
Entdeckt wurde der erste TRPN Kanal in Drosophila melanogaster als NOMPC (no
mechanoreceptor potential C) und seine Funktion liegt in der Wahrnehmung mechanischer
Reize wie beispielsweise Vibration (32).

Die Vertreter der TRPP-Familie sind nach ihrer Assoziation mit der erblich bedingten,
polycystischen = Nierenerkrankung  benannt. Ihre  Nomenklatur ist  durch
Doppelbenennungen und Namensdnderungen sehr komplex geworden, daher soll an
dieser Stelle nur erwahnt werden, dass beim Menschen lediglich die Kanale TRPP2, TRPP3
und TRPP5 vorkommen (30).

Zur TRPV-Familie gehoren die Proteine TRPV1-6, die unter anderem in der Temperatur-
und Schmerzrezeption eine Rolle spielen. Fiir die Entdeckung von TRPV1, der durch Hitze
und Capsaicin aktiviert wird (7), und einen Ansatzpunkt fiir die pharmakologische
Intervention bei neuropathischen Schmerzen bietet, wurde David Julius im Jahr 2021 mit
dem Nobelpreis geehrt (gemeinsam mit Ardem Patapoutian, fiir die Entdeckung der
mechanosensitiven Piezo Kanaile) (46). Auch die TRPV Kanaéle haben jedoch mehr als eine
Funktion, sodass beispielsweise TRPV5 an der Resorption von Calciumionen in der Niere
beteiligt ist (47).

Die noch relativ neu entdeckte Familie der TRPY Kanale besteht bisher aus den Mitgliedern
TRPY1-4, die sich in der Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) finden. Uber sie ist bisher noch
nicht sonderlich viel bekannt (48, 49).
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Wahrend alle diese Subfamilien zur TRP-Superfamilie gehoren, lasst sich noch eine weitere
Unterteilung vornehmen: TRPP und TRPML-Proteine sind einander sehr dhnlich, weisen
aber grofiere Unterschiede zu den anderen TRP-Kandlen auf: Einerseits besteht eine
geringere Sequenzhomologie, andererseits zeichnen sich diese beiden Subfamilien auch
durch eine deutlich ldangere loop-Struktur zwischen den ersten beiden
Transmembranabschitten aus, die in den anderen TRP-Kanilen nicht vorkommt. Daher
rechnet man TRPP und TRPML der Gruppe 2 zu, wahrend alle anderen Vertreter in die
Gruppe 1 fallen (50).

1.1.3 Ein Familienmitglied unter der Lupe: TRPM2

Der TRP-Kanal, der in dieser Arbeit ndher betrachtet werden soll, ist TRPM2 — nicht zu
verwechseln mit Clusterin, das bis 1992 ebenfalls unter dem Namen TRPM?2 (testosterone-
repressed prostate message 2) gefiihrt wurde (51). Vor seiner Einordnung in die Familie der
TRPM-Kandle wurde TRPM2 zunachst als TRPC7 (52) (TRP-Channel 7 — nicht zu
verwechseln mit dem aktuellen TRPC7, der zur Subfamilie der TRPC-Kanadle gehort) und
als LTRPC2 (53) (long TRP-Channel 2) bezeichnet. Die Nomenklatur der TRP Kandle wurde
2003 vereinheitlicht, sodass der Kanal nun nur noch als TRPM2 bezeichnet werden sollte
(29). Das trpm2 Gen befindet sich im menschlichen Genom auf Chromosom 21q22.3 (52, 54).

Das Gen trpm2 wird in unterschiedlichen Organen und Geweben exprimiert. In erster Linie
wurde die Expression im Gehirn und im Knochenmark nachgewiesen, wobei die
Expression in Purkinje-Zellen des Cerebellums und in hamatopoetischen Zellen besonders
hoch ist. Man findet TRPM2 jedoch auch in anderen Zellen des Gehirns, lymphatischen
Geweben, geschlechtsspezifischen Zellen, Hautzellen wie Keratinozyten und Melanozyten,
in der Bauchspeicheldriise und anderen Driisengeweben (55).

Ein einzelnes TRPM2 Protein hat ein Molekulargewicht von etwa 170 kDa (52) und beginnt
am N-Terminus mit den fiir die TRPM-Familie namensgebenden, melastatinhomologen
Regionen MHR1-4. Diese sind durch den Pre-S1-Bereich, der sich bereits in der Membran
befindet, diese allerdings nicht durchspannt, mit den transmembrandren Helices S1-6
verbunden. Bei den Helices 1-4 handelt es sich um eine Region, die den Spannungssensoren
in spannungsabhangigen Kanalen dhnelt, weshalb sie als VSLD (voltage sensor-like domain)
bezeichnet werden, auch wenn TRPM2 selbst kein spannungsabhéngiger Kanal ist (dazu
fehlen die geladenen Aminosduren in der S4-Helix). Die eigentliche Pore des Kanals wird
von den S5 und S6 Helices der vier TRPM2 Untereinheiten gebildet. Daran anschliefSend
findet man die beiden TRP-Helices, die Rib- und die Pole-Helix, die weit in den
zytoplasmatischen Teil des Proteins hinein reichen und die tetramere Struktur des Kanals
zusammen halten. C-terminal findet sich die NUDT9H Domaéne (56). NUDT9 (Nudix
Hydrolase Typ Motiv 9) ist ein Enzym der Nudix Familie. Bei der Nudix-Familie handelt es
sich um Hydrolasen, die Nukleosid-Diphosphate von anderen Resten X abspalten. Die
Domaéne in TRPM2, die grofie Sequenzadhnlichkeit zu eben jenem Enzym aufweist, tragt
daher den Namen NUDT9 homologe Domaéne (53).
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Die dreidimensionale Struktur des tetrameren Kanals ldsst sich in drei generelle Abschnitte
einteilen: Der obere Abschnitt bezeichnet den transmembranaren Bereich von TRPM2, und
schliefst dabei den kleinen, extrazellularen Anteil des Kanals mit ein. Im unteren Abschnitt
befinden sich die N-terminalen MHR1/2 und 3 Doménen, sowie die C-terminale NUDT9H
Domaéne, die sich zwar in der Primarstruktur an den beiden entgegengesetzten Enden
befinden, im gefalteten Protein allerdings raumlich nebeneinander angeordnet sind. Den
Bereich zwischen dem oberen und unteren Abschnitt mit der MHR 4 Domaéne, Rib- und
Pole Helix nennt man dementsprechend den mittleren Abschnitt, wobei die Pole Helix
durch den mittleren und den unteren Abschnitt verlauft (56).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der riumlichen Struktur von TRPM2

Die unterschiedlichen Anteile eines TRPM2 Monomers in ihrer rdumlichen Anordnung, in
zweidimensionaler Darstellung: Die N-terminale MHR1/2 Domane (blau) und die C-terminale
NUDT9H Domane (pink) sind farblich hervorgehoben.

Diese generelle Struktur wurde im Jahr 2018 fiir TRPM2 aus der Seeanemone Nematostella
vectensis (nVIRPM2) mittels Elektronenmikroskopie (EM) aufgeklart (57) und konnte
sowohl fiir den Kanal aus dem Zebrafisch Danio rerio (drTRPM2) (58) als auch fiir den
menschlichen Kanal (hnTRPM2) (56) bestatigt werden.

Aufgrund der Sequenzhomologie zwischen der C-terminalen Doméane von TRPM2 zu
NUDT9 wurde zundchst nach dem Substrat dieses Enzyms gesucht. Dabei stellte sich
heraus, dass es ADPR (Adenosin-5"-Diphosphoribose) zu AMP (Adenosinmonophosphat)
und Ribose-5-phosphat hydrolysiert. AnschliefSende Versuche mit TRPM2 zeigten, dass
dieses Substrat als Agonist fungiert, der in der Lage ist, die Offnung des Kanals zu bewirken
(53).
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Ebenso wie TRPM2 verfiigen auch TRPM6 und TRPM? jeweils {iiber eine C-terminale
Enzymdomane, wobei es sich in beiden Fallen um Proteinkinasen handelt (59,60). Dies
inspirierte die Pragung des Begriffs chanzyme (Kofferwort aus channel und enzyme, ein
Kanalenzym) fiir die drei Mitglieder der TRPM Familie (61).

Es stellte sich allerdings heraus, dass die NUDT9H Domaéne im hTRPM2 eine Mutation
aufweist, die zu einer deutlichen Reduktion der katalytischen Aktivitdt im Vergleich zum
NUDTY9 Enzym fiihrt: Die Wechselzahl ket ist laut Shen und Kollegen etwa drei
Grofsenordnungen kleiner, die Michaelis-Menten-Konstante Ku hingegen doppelt so grofs
(62), wahrend Gattkowski gar keine katalytische Aktivitit nachweisen konnte (63). Zudem
ist die Enzymaktivitat nicht notig fiir die Funktion des Kanals (64).

Im nvTRPM2 ist die Enzymaktivitat allerdings deutlich messbar. Der Aktivitatsunterschied
lasst sich vermutlich darauf zurtickfiihren, dass die Aminosauren 1443 und 1444 in nvTRPM,
Glutamat und Phenylalanin denen in NUDT9 entsprechen, wahrend an der
korrespondierenden Stelle im hTRPM2 1405 und 1406 durch Isoleucin und Leucin ersetzt
sind (65).

Auch im drTRPM2 handelt es sich bei den entsprechenden Aminosauren 1372 und 1373 um
Isoleucin und Leucin, sodass auch die isolierte NUDT9H Domaine aus drTRPM2 keine
relevante, katalytische Aktivitat aufweist (66).

Die urspriingliche Annahme, dass die Aktivierung von TRPM2 durch die Bindung von
ADPR an die NUDT9H Domane vermittelt wiirde, wurde dadurch in Frage gestellt, dass
nvIRPM2 auch dann noch durch ADPR aktiviert werden kann, wenn die NUDT9H
Domaéne entfernt wurde (65). Jedoch wurde eine zweite ADPR Bindungsstelle in der
MHR1/2 Region von drTRPM2 entdeckt (58), die auch in den Sequenzen andere Spezies
wiederzufinden ist. Es erscheint also folgerichtig, dass die Bindung von ADPR in der
MHR1/2 Domaéne die Aktivierung von nvTRPM2 vermittelt.

Allerdings stellt sich die Situation sowohl im humanen als auch im drTRPM2
moglicherweise anders dar. Punktmutationen in den jeweiligen NUDT9H Domaénen fithren
dazu, dass der Kanal nicht mehr durch ADPR geoffnet werden kann, wahrend die intakte
Domane tiber die Speziesgrenze hinweg vertauscht werden kann, ohne dass der Kanal seine
Funktion einbiifst (67, 68, 69).

Dies deutet darauf hin, dass sich die Funktionen der ADPR-Bindungsstellen im Laufe der
Evolution verandert haben kénnten, sodass unterschiedliche Aktivierungsmechanismen in
den verschiedenen Spezies auftreten (70).

Abgesehen von seiner Struktur und dem Aktivierungsmechanismus ist selbstverstandlich
auch die Funktion von TRPM2 im Kontext der Zellen interessant. Zunachst war nur bekannt,
dass der Kanal an der Apoptose von Zellen im Kontakt mit reaktiven Sauerstoffspezies
beteiligt ist (71). In den folgenden Jahren wurden jedoch weitere physiologische Funktionen
von TRPM2 entdeckt: Der Kanal spielt eine Rolle in der Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten (72), bei der Produktion von Chemokinen in Monozyten (73) und bei der
Regulation der Korperkerntemperatur (74).
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Die Aktivierung des Kanals wird abgesehen von ADPR (und anderen Agonisten) durch die
Temperatur (74), den pH-Wert (75) und die freie Calciumionenkonzentration (76) sowie
Calmodulin mit gebundenen Calciumionen (77) beeinflusst.

1.2 Sekundare Botenstoffe

Sekundare Botenstoffe sind kleine Molekiile oder, wie im Fall von Ca*, Ionen, die innerhalb
der Zelle auf ein priméres Signal hin freigesetzt oder produziert werden und iiber eine
eigene Signalwirkung verfiigen. Dabei konnen sie direkt auf ein Zielprotein wirken oder als
Teil einer Signalkette fungieren. Beispiele fiir sekundadre Botenstoffe sind die bereits
erwahnten Calciumionen, IPs (10), Stickstoffmonoxid (78) und verschiedene Nukleotide wie
beispielsweise cAMP(79).

Im Rahmen dieser Arbeit sollen vor allem drei Adeninnukleotide naher betrachtet werden:
Der TRPM2-Agonist ADPR, der Superagonist 2'-Deoxyadenosin-5-diphosphoribose
(2dADPR) sowie cyclische ADPR (cADPR).

1.2.1 Die Adeninnukleotide ADPR und 2d ADPR als TRPM2 Agonisten

Das Molekiil ADPR besteht aus einem Adenosin, welches tiber ein Pyrophosphat mit einer
zweiten Ribose verkniipft ist. Es kommt in Zellen natiirlicherweise vor (80) und kann
beispielsweise durch die Hydrolyse von Nikotinamidadenindinukleotid (NAD*) oder von
cADPR mittels des multifunktionalen Enzyms CD38 gebildet werden (81, 82).

Fiir diese Arbeit ist jedoch vor allem von Interesse, dass ADPR ein Agonist des TRPM2
Kanals ist (53). Um allerdings eine ausreichend hohe ADPR-Konzentration in der Zelle zu
erreichen, miisste ein erheblicher Anteil des gesamten NAD* der Zelle zu ADPR
hydrolysiert werden (83). Im Kontext der Apoptose, in dem TRPM2 zuerst untersucht
wurde, konnte eine derartige Extremsituation z.B. in Folge der Aktivierung des
PARP1/PARG-Systems auftreten. Fiir die Aktivierung des Kanals bei physiologischen
Vorgangen auflerhalb der Apoptose, z.B. Chemotaxis, erschien dies jedoch
unwahrscheinlich.

Im Jahr 2017 wurde der TRPM2 Superagonist 2dADPR entdeckt. Dieses Molekiil
unterscheidet sich nur durch die Ersetzung einer einzelnen Hydroxygruppe (durch
Wasserstoff) am zweiten Kohlenstoffatom der Adenosinribose von ADPR. Es konnte
nachgewiesen werden, dass es ebenso wie ADPR mittels CD38 produziert werden kann (aus
2"-Desoxy-NAD) und zudem in der Zelllinie Jurkat (mit endogener TRPM2 Expression)
vorhanden ist. Dementsprechend handelt es sich bei 2dADPR um einen weiteren,
physiologischen TRPM2 Agonisten (84).
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1.2.2 Das Adeninnukleotid cADPR

Im Gegensatz zu ADPR weist cCADPR einen Ringschluss tiber eine N-glykosidische Bindung
zwischen dem ersten Stickstoff (N1) des Adenins und dem ersten Kohlenstoff (C1) der
terminalen Ribose auf. Dieses cADPR ist als sekundérer Botenstoff im Kontext der
Calciumsignale als Calciumionen freisetzender Botenstoff beschrieben worden (85). Die
Pharmakologie spricht fiir eine Wirkung auf den Ryanodinrezeptor, der exakte
Mechanismus ist allerdings noch unklar (86).

So erschien die Demonstration, dass cADPR an der Aktivierung von TRPM2 beteiligt sein
und auf diese Art zu einem Calciumioneneinstron fithren konnte zunéchst folgerichtig, als
ein Effekt von cADPR auf TRPM2 beschrieben wurde.

Kolisek und Mitarbeiter zeigten, dass cADPR ab einer Konzentration von 10 uM einen
synergistischen Effekt mit ADPR besitzt, der die Offnung des TRPM2 Kanals durch ADPR-
Konzentrationen bereits im nanomolaren Bereich erlaubte. Eine Konzentration von 100 uM
hingegen sorgte auch in Abwesenheit von ADPR fiir eine messbare Offnung des Kanals,
wenn auch nur sehr kleine Amplituden in der Stromstédrke verzeichnet wurden, wahrend
eine Konzentration von 1 mM fiir ein deutliches Signal nétig war (87).

Zudem wurde in derselben Arbeit ein inhibierender Effekt von AMP auf TRPM2
beschrieben (87).

Im darauffolgenden Jahr wurde dieses Phanomen als eine temperaturabhangige
Aktivierung erkannt: 100 uM cADPR waren bei 25 °C laut Togashi und Kollegen nicht
ausreichend, um TRPM2 Kanale zu aktivieren, in Kombination mit Temperaturen von iiber
35 °C wurde allerdings beobachtet, dass cADPR TRPM2 aktiviert (88).

Diesen Ergebnissen stand jedoch entgegen, dass gezeigt werden konnte, dass kommerziell
erhéltliches cADPR bereits zum Teil zu ADPR degradiert vorlag. Die Effekte von cADPR
auf TRPM2 wurden daher der ADPR-Verunreinigung zugeschrieben wurden, da 10 uM
enzymatisch gereinigtes cCADPR weder TRPM2 selbst aktivierte, noch einen Effekt auf die
Aktivierung durch ADPR zeigte. Allerdings entsteht bei der enzymatischen Reaktion der
Pyrophosphatase, die genutzt wurde, um das ADPR in den cADPR-Proben abzubauen,
AMP. Sowohl in den Experimenten von Heiner und Kollegen als auch von Téth und
Csanady lief3 sich jedoch auch keine Inhibition von TRPM2 durch AMP beobachten (89,90).
Diese Beobachtung konnte von Moreau und Kollegen bestatigt werden (91).

Neun Jahre spater allerdings kehrte das Interesse an dieser Frage zurtick, als in einer EM-
Struktur des hTRPM2 das Derivat 8-Br-cADPR (8-Bromo cyclische Adenosin-5'-
diphosphoribose) nachgewiesen werden konnte, welches sich in der Bindungsstelle in der
MHR1/2 Domane befand (92) und von dem bereits in der ersten Publikation zur
Aktivierung von TRPM2 demonstriert wurde, dass es spezifisch die durch cADPR
hervorgerufene Aktivierung des Kanals inhibiert, wahrend die Aktivierung durch ADPR
nicht durch 8-Br-cADPR inhibiert wird (87).
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Aufierdem wurde erneut die Wirkung von selbst synthetisiertem, nicht kontaminiertem
cADPR als TRPM2 Agonist demonstriert. Dabei wurden 500 uM cADPR benétigt, um eine
deutliche Reaktion bei Raumtemperatur hervor zu rufen, wahrend bei 37°C bereits 10 uM
ausreichend waren, um TRPM2 zu aktivieren (93).

1.3 Methoden zur Untersuchung von TRPM2

Zu Untersuchung von TRPM2 lassen sich unterschiedliche Methoden verwenden. Einerseits
kann man die Struktur des Kanals mittels EM oder Rontgenkristallographie untersuchen
und so dank des Form-folgt-Funktion-Prinzips einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis
des Kanals leisten. Jedoch handelt es sich dabei um statische Momentaufnahmen, wahrend
in dieser Arbeit eher Methoden im Fokus stehen sollen, mit denen sich das Verhalten des
Kanals dynamisch im Kontext der Zelle untersuchen lasst.

Dazu gehort die Patch Clamp Methode, bei der der Einstrom von Calciumionen als
elektrischer Strom gemessen wird und so die Kanéle in einer einzelnen Zelle untersucht
werden konnen.

Durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, die ihre Fluoreszenz durch die
Bindung  von  Calciumionen  verdandern, kann die  Veranderung  der
Calciumionenkonzentration in einzelnen Zellen fluoreszenzmikroskopisch beobachtet oder
ein einer Zellsuspension fluorimetrisch detektiert werden.

Dies ist auch mit fluoreszierenden Proteinen moglich. Durch die Fusion eines solchen
Proteins an einen Intrabody, eine besondere Art von Antikorper, welcher intrazelluldr an
ein Epitop binden kann, welches an das Zielprotein angehangt wird, soll hier eine neue
Methode zur Untersuchung von TRPM2 entwickelt werden.

1.3.1 Patch Clamp Experimente

Bereits im 18. Jahrhundert war bekannt, dass man das Muskelgewebe von kiirzlich
verstorbenen Tieren mit Elektrizitit zur Kontraktion bringen kann (94), womit der
Grundstein fiir das Konzept der Elektrophysiologie gelegt war. Es brauchte allerdings viele
technische Weiterentwicklungen, bis es Erwin Neher und Bert Sakmann gelang, die Patch
Clamp Methode zu entwickeln (95), und gemeinsam mit ihren Kollegen um die Gigaseal-
Technik zu erweitern (96). Erst dadurch wurde es moglich, die winzigen Strome, die durch
die Ionenkanadle von nicht elektrisch erregbaren Zellen fliefien, ndher zu untersuchen.

Bei Ganzzellableitungen mithilfe der Gigaseal Patch Clamp Technik wird eine puffergefiillte,
feine Glaskapillare mit einer Elektrode darin mit leichtem Uberdruck sehr nah an die zu
untersuchende Zelle gebracht, sodass die Zellmembran durch den ausstromenden Puffer
ein wenig eingedriickt wird. Sobald der Uberdruck entfernt wird, kehrt die Zellmembran
in die Ausgangslage zuriick und legt sich an die Offnung der Kapillare, sodass diese durch
die Zellmembran verschlossen ist. In diesem Zustand lasst sich zwischen der intrazelluldren
Elektrode in der Glaskapillare und der Badelektrode, die sich im umgebenden Medium
befindet, ein Widerstand im Bereich von einigen G{2 messen.

Wird die Zelle dann durch einen kurzen Unterdruck in der Glaskapillare geoffnet, legt sich
der zerrissene Teil der Zellmembran innen an die Wande der Kapillare und es entsteht eine
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direkte Verbindung zwischen dem Inhalt der Kapillare und dem Inneren der Zelle. Der
Widerstand gegentiber der Badlosung bleibt jedoch erhalten.

Die ganze Zellmembran befindet sich damit als Widerstand (und Kapazitit) zwischen den
beiden Elektroden, und das Verhalten aller Kanéle der Zelle kann somit in der Gesamtheit
als Summe der Stréme durch die einzelnen Kandle gemessen werden (96).

1.3.2 Niedermolekulare Fluoreszenzfarbstoffe

Durch die Entwicklung von Fluoreszenzfarbstoffen, die Calciumionen binden und bei
dieser Bindung ihre Fluoreszenzeigenschaften verandern, wurde es moglich, auch sehr
geringe Konzentrationen freier Calciumionen, wie sie im Zytosol von Zellen auftreten,
fluorimetrisch zu messen. Werden diese Farbstoffe nun chemisch so verandert, dass sie die
Zellmembran durchqueren konnen und erfolgt diese Modifikation bioreversibel, sodass in
der Zelle der nicht-membrangangige Farbstoff wieder freigesetzt wird, kann dieser die Zelle
nicht wieder verlassen.

In Zellen, die auf diese Art mit Fluoreszenzfarbstoff beladen wurden, lasst sich die
Calciumionenkonzentration messen und so auf einen Einstrom oder eine Freisetzung von
Calciumionen aus den zelluldren Speichern schliefien (97).

1.3.3 Genetisch codierte Calciumsensoren

Im Jahr 1997 wurde zweimal fast gleichzeitig die Umsetzung der gleichen Idee publiziert:
Auf Basis des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) und des calciumbindenden Proteins
Calmodulin wurden genetisch codierte Calciumindikatoren (genetically encoded calcium
indicator, GECI) entwickelt, bei denen die entsprechenden Gene so zusammengestellt
wurden, dass das resultierende Fusionsprotein erst durch die Bindung von Calciumionen
seine Fluoreszenzeigenschaften erlangt (98, 99).

Auf diese Art wurde es moglich, einen Calciumsensor in Zellen hinein zu klonieren, den
diese dann selbst exprimieren, statt sie mit einem Farbstoff zu beladen. In den folgenden
Jahren wurden diese Sensoren weiterentwickelt und es entstand eine Palette
unterschiedlicher GEClIs, die sich beispielsweise in ihren Calciumsensitivitaten und ihren
Fluoreszenzspektren unterscheiden. So wurden unter anderem 2011 die Sensoren G-GECO1
und G-GECO1.2 (genetically encoded calcium indicator for optical imaging) publiziert (100).
2014 kamen aufierdem die auf den Gebrauch in Organellen hin optimierten CEPIAs
(calcium-measuring organelle-entraped protein indicators) hinzu (101).

Diese Art der Calciumsensoren wurde bereits genutzt um Fusionsproteine aus GECI und
dem Ionenkanal Orai herzustellen, sodass es moglich wurde, den Calciumeinstrom durch
einen einzelnen Orai-Kanal zu beobachten (102).
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1.3.4 Nanobodies und Intrabodies

Im Jahr 1890 gelang es Emil von Behring und Shibasabuto Kitasaro, Seren zur Behandlung
von Tetanus bei Mdusen zu gewinnen (103) und auf dieser Arbeit basierend gemeinsam mit
Paul Ehrlich die Serumtherapie zur Behandlung von Diphterie zu entwickeln (104). Damit
waren Antikorper entdeckt, auch wenn die typische, Y-formige Struktur aus jeweils zwei
leichten und zwei schweren Ketten erst Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts aufgeklart
wurde (105, 106).

Diese Struktur war bereits gut etabliert, als {iberraschend bei der Untersuchung des
Immunsystems von Dromedaren eine andere Art von Antikorpern entdeckt wurde:
Sogenannte Nanobodies, die ausschliefilich aus schweren Ketten bestanden. Auch ohne die
variable Domdne der leichten Kette zeigte sich, dass diese Nanobodies an eine Vielzahl
moglicher Epitope binden kénnen (107).

Auf Basis von Nanobodies wurde 2019 das ALFA-System entwickelt. Dabei handelt es sich
um die Kombination eines speziell angepassten Epitops, des sogenannten ALFA-tags und
des Nanobody nbALFA, der dieses Epitop bindet. Die Sequenz des a-helicalen Epitops
(SRLEEELRRRLTE) kommt in den tiblichen Modellorganismen nicht vor und wird zudem
im vollstandigen tag von Prolinen umgeben. Auf diese Art soll es einerseits weder zu
Interaktionen mit anderen Proteinen als dem markierten Zielprotein kommen und
andererseits soll auch das Einfiigen der Sequenz in das Zielproteins dieses in seiner Struktur
so wenig wie moglich beeintrachtigen (108).

Wahrend Nanobodys ebenso wie Antikorper physiologisch extrazelluldr vorliegen und
Nanobodys intrazellular nicht korrekt gefaltet werden konnen, ist es im Falle des nbALFA
nachgewiesen, dass dieser in eukaryotischen Zellen korrekt gefaltet wird und
funktionsfahig ist. Transformiert man dementsprechend ein Plasmid mit der Sequenz, die
tiir den nbALFA codiert in eukaryotische Zellen, wird ein funktionsfahiger, intrazellularer
Nanobody, ein sogenannter Intrabody exprimiert (108).
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2 Problemstellung

TRPM2 verfiigt iiber eine C-terminale Domaéane, die homolog zu dem ADPR
hydrolysierenden Enzym NUDT9 aus der Nudix-Familie ist und daher NUDT9H Domane
genannt wird. Anhand dieser Homologie wurde entdeckt, dass der Kanal durch das
Adeninnukleotid ADPR aktiviert werden kann (53). Interessanterweise war es jedoch
moglich, den TRPM2 Kanal aus der Seeanemone Nematostella vectensis auch dann noch zu
aktivieren, wenn die NUDT9H Domane entfernt wurde (68), wahrend eine Punktmutation,
die die Nukleotidbindung verhindert sowohl im hTRPM2 als auch drTRPM2 dazu fiihren,
dass diese nicht mehr aktiviert werden konnen (68, 69).

Zusatzlich wurde allerdings eine zweite Nukleotidbindungsstelle entdeckt, die sich N-
terminal in der MHRI1/2 Domiéne des Proteins befindet und ebenfalls an der
Kanalaktivierung beteiligt ist (58).

Um die Bedeutung der beiden Bindungsstellen fiir die Aktivierung des humanen Kanals
durch die Agonisten zu untersuchen, werden in dieser Arbeit Punktmutationen in jeweils
einer Bindungsstelle verwendet, und die Aktivierbarkeit der so veranderten Kanale mittels
Patch Clamp Ganzzellableitungen untersucht.

Bei cADPR handelt es sich um ein Adeninnukleotid, das als sekundéarer Botenstoff im
Kontext der Calciumionensignale bekannt ist (86). Die Aktivierung von TRPM2 durch
cADPR wird in der Literatur kontrovers diskutiert (87-93). Zur Untersuchung der Frage, ob
cADPR tatsachlich als Agonist fiir TRPM2 fungieren kann, werden Patch Clamp
Experimente durchgefiihrt. Zudem wird das Derivat 8-Br-cADPR verwendet, welches
spezifisch durch cADPR hervorgerufene TRPM2 Aktivierung inhibieren sollte (87).

Patch Clamp Experimente sind in der Regel auf Zellen beschrankt die sich nicht bewegen
und Ganzzellableitungen bilden die Summe aller Strome tiber die Plasmamembran ab. Die
Bestimmung der Calciumionenkonzentration mittels Ca** Imaging ermoglicht im Gegensatz
dazu zwar eine raumliche Auflosung von Prozessen innerhalb der Zelle, weist aber auch
Calciumionen aus allen Quellen nach und ist insofern nicht spezifisch die Aktivierung von
TRPM2. Um diese Limitierungen zu iiberwinden, soll ein System entwickelt werden, bei
dem ein genetisch encodierter Ca* Indikator (GECO) mithilfe eines anti-ALFA-tag
Intrabody an TRPM2 Kanaéle mit angefligtem ALFA-tag gebunden wird, um so selektiv den
Einstrom von Calciumionen durch TRPM2 fluorimetrisch zu messen.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur von HEK-293 Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden HEK (human embryonic kidney) 293 Zellen verwendet.
Dabei handelt es sich um eine Zelllinie, die aus humanen, embryonalen Nierenzellen
gewonnen und DNA-Fragmenten des Adenovirus Typ 5 ausgesetzt wurde, um sie zu
transformieren (109).

In der Arbeitsgruppe Calciumsignale wurden diese Zellen mit Expressionsvektoren
transfiziert, selektioniert und kloniert, um Zelllinien zu erhalten, die stabil EGFP bzw.
TRPM2 und EGFP exprimieren.

Es wurde mit insgesamt vier Zelllinien gearbeitet: Die parentalen HEK-293 Zellen werden
zur besseren Unterscheidung im Folgenden als HEK-293-Wildtyp bezeichnet. Die beiden
Zelllinien, die sowohl TRPM2 als auch EGFP exprimieren, werden HEK-293 TRPM2 #23
und HEK-293 TRPM2 #24 genannt, wobei HEK-293 TRPM2 #23 eine hohere TRPM2
Expression aufweist als HEK-293 TRPM2 #24. Dadurch eignet sich die Linie HEK-293
TRPM2 #24 besser fiir Patch Clamp Experimente, wahrend HEK-293 TRPM2 #23 besser fiir
die Ca?-Fluorimetrie geeignet ist. Die Linie HEK-293 EGFP #8 exprimiert EGFP, aber kein
TRPM2 und wird als Kontrolle verwendet.

Alle Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO: in Kultur gehalten.

3.1.1 Auftauen von Zellen

Um Zellen, die in fliissigem Stickstoff cryokonserviert wurden, in Kultur zu nehmen,
wurden zunéchst pro Aliquot 20 mL Kulturmedium in einem 50 mL Reaktionsgefafs, sowie
ein 70 prozentiges Ethanol-Bad im Wasserbad auf 37°C vorgewarmt. Anschlieffend wurden
die Aliquots mit den Zellen dem Stickstofftank entnommen und so lange in das
vorgewarmte Ethanol-Bad gehalten, bis die gefrorene Zellsuspension an den
Kontaktflaichen zum Reaktionsgefafs angetaut war. Anschlieflend wurde der gefrorene
Block mit den Zellen unter der sterilen Werkbank in 20 mL vorgewarmtes Kulturmedium
uberfiihrt. Auf diese Art gelangten die meisten Zellen noch gefroren in das Medium und
das enthaltene DMSO wurde entsprechend schnell verdiinnt.

Sobald die Zellen im Medium vollstandig aufgetaut waren, wurden sie zentrifugiert (800xg,
5 min, RT) und der Uberstand verworfen. Die pelletierten Zellen wurden in 10 mL
Kulturmedium resuspendiert, in ein 15 mL Reaktionsgefaff iiberfiihrt und erneut
zentrifugiert (wie oben) und der Uberstand erneut verworfen. Dieser Schritt wurde mit
weiteren 10 mL Kulturmedium wiederholt und die Zellen final in 8 mL Kulturmedium
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde zur Kultur in eine T25-Zellkulturflasche gegeben.
Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und durch frisches Kulturmedium
ersetzt.

Bis zur ersten Passage wurden die Zellen ohne Selektionsantibiotikum inkubiert.
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3.1.2 Passage der Zellkultur

Die Konfluenz der Zellen in Kultur wurde vor jeder Passage lichtmikroskopisch geschatzt
und die Expression von EGFP in regelmafiigen Abstanden fluoreszenzmikroskopisch mit
dem EGFP Filtersatz (Anregung bei 488 nm, Emission bei 510 nm) tiberpriift.

In Abhéngigkeit von der angestrebten Konfluenz wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage
in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:20 verdiinnt.

Bei dem beschriebenen Vorgehen wurden fiir T25-Zellkulturflaschen kleinere Volumina
verwendet als fiir T75-Zellkulturflaschen, wobei das Volumen fiir letztere im Folgenden in
Klammern angegeben ist.

Das vorhandene Kulturmedium wurde entfernt und verworfen und die Zellen mit 2 mL
(4mL) Trypsin/EGTA inkubiert, bis sie sich leicht ablosen lieffen. 8 mL (20 mL)
Kulturmedium wurden verwendet, um die Zellen mithilfe der Pipette zusatzlich vom
Boden abzuspiilen. Anschliefend wurde entsprechend der gewiinschten Verdiinnung ein
entsprechender Bruchteil der Zellsuspension in eine frische Zellkulturflasche tiberfiihrt und
mit Kulturmedium auf 8 mL (24 mL) aufgefiillt.

Fir die HEK-293-Wildtyp Zellen wurde kein Selektionsantibiotikum verwendet, die
Kulturen der Zelllinien EGFP #8, TRPM2 #23 und TRPM2 #24 wurden jeweils mit 400 ug/mL
G418 versetzt. Wenn bei der Uberpriifung der EGFP-Expression eine geringer werdende
Anzahl transfizierter Zellen beobachtet wurde, wurde die Konzentration von G418 fiir zwei
Wochen verdoppelt. Falls weiterhin mehr als wenige Prozent untransfizierter Zellen
beobachtet wurden, wurden die aktuell verwendeten Klone verworfen und eine neue Probe
der Zellen aufgetaut.

In den Féllen, in denen die Zellen nach drei Tagen noch weniger als 50 % konfluent waren,
wurde am dritten Tag das Kulturmedium verworfen und durch frisches Medium ersetzt,
wobei entsprechend im Fall von EGFP #8 TRPM2 #23 und TRPM2 #24
Selektionsantibiotikum wie oben hinzugegeben wurde.

3.1.3 Einfrieren von Zellen

Zu etwa 75% konfluenten Zellen aus zwei T75-Zellkulturflaschen wurden wie oben mithilfe
von Trypsin/EDTA abgelost und in Kulturmedium resuspendiert. Jeweils 10 uL der
Zellsuspension wurden abgenommen und mit 10 pL einer 0,4 prozentigen
Trypanblaulosung gemischt. Die Zahl vitaler Zellen wurde mithilfe einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Nachdem die Zellen zentrifugiert (800xg, 5 min, RT) und der
Uberstand verworfen wurde, wurden sie so in Einfriermedium resuspendiert, dass sich eine
Zelldichte von 2:10° Zellen pro mL ergab. Die Suspension wurde in Aliquots zu je 1 mL auf
Kryo-Gefafie verteilt und bei -80°C eingefroren. Am Folgetag wurden sie in den
Stickstofftank tiberfiihrt. Zwei bis vier Wochen nach dem Einfrieren wurde eine
Auftaukontrolle mit einem der Aliquots durchgefiihrt.
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3.1.4 Puffer und Losungen

e Kulturmedium: DMEM + GlutaMax-I™ +4,5 g/L. D-Glucose ohne Pyruvat (Gibco)
mit 10 % FBS Superior (SigmaAldrich) und 100 U/mL Penicillin und 50 pg/mL
Streptomycin (Gibco)

e Einfriermedium: FBS Superior (SigmaAldrich) mit 10 % DMSO (SigmaAldrich)

e Trypsin/EDTA: 0.05% (w/v) Trypsin und 0.02% EDTA (w/v) (Sigma)

e Selektionsantibiotikum G418:

G418 BC Sulfat (Merck) 2018-2022
G418 Disulfid Salz (SigmaAldrich) 2022
e Trypanblau 0,4 % (Gibco)

3.1.5 Gerate

e Brutschrank: Binder (Tuttlingen)
e Brutschrank: Heraeus (Hanau)
e Zentrifuge: Megafuge 16R Heraeus (Hanau)
e Zentrifuge: Eppendorf centrifuge 5810R (Hamburg)
e Sterile Werkbank: Heraeus (Hanau)
e Sterile Werkbank: BDK NeoLab (Heidelberg)
e Neubauer-Zahlkammer: Brand (Mannheim)
e Mikroskop: Axiovert 100, Zeiss (Wetzlar)
mit LED-Lichtquelle: sola light engine, AHF Analysentechnik (Tiibingen)

3.2 Mutagenese mittels QuikChange PCR

3.2.1 QuikChange PCR

Fiir die PCR wurde folgender Reaktionsansatz genutzt:

Tabelle 3.1: Reaktionsmischung fiir Quik Change PCR

Menge/Konzentration |Substanz

je 100 uM dNTPs

0,2 uM forward Primer

0,2 uM reverse Primer

20 ng Vektor-DNA

250 Pfu-Turbo-Polymerase
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Dazu wurden 5 pL des Reaktionspuffers gegeben und mit bidestilliertem Wasser auf 50 pL
aufgefiillt. Der Reaktionsmix wurde bei einer Deckeltemperatur von 105°C in einem

Thermocycler mit dem folgenden Programm gestellt:

Tabelle 3.2: PCR Programm fiir Quik Change PCR

PCR-Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung |95°C 30s
Denaturierung 95°C 30s
Annealing 55°C 1 min
Elongation 68°C 10 min

AnschliefSend wurden die Reaktionsgefafie auf 4°C abgekiihlt.
3.2.2. Modifizierte QuikChange PCR

In der modifizierten QuikChange PCR wurden zwei getrennte Reaktionsansitze genutzt,
die jeweils nur einen der Primer enthielten.

Tabelle 3.3: Reaktionsmischung fiir modifizierte Quik Change PCR

Substanz Mix A Mix B
dNTPs je 50 uM je 50 uM
forward Primer 0,1 uM

reverse Primer 0,1 uM
Vektor-DNA 200 ng 200 ng
DMSO 2% 2%
Pfu-Turbo-Polymerase |1,25 U 1,25 U

Es wurden 5 uL Reaktionspuffer hinzu gegeben und mit bidestilliertem Wasser auf 25 pL
aufgefiillt. Mix A und Mix B wurden zunachst fiir 10 Zyklen getrennt bei dem in Tabelle 3.4
beschriebenen Programm gestellt. Anschlieffend wurden beide Proben zusammen gegeben
um einen vollstandigen PCR-Ansatz zu erhalten, zu dem zusatzliche 0,625 U Pfu-Turbo
hinzugegeben wurden, bevor weitere 18 Zyklen des Programms durchlaufen wurden.

Tabelle 3.4: PCR Programm fiir Quik Change PCR
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PCR-Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung |95°C 2 min
Denaturierung 95°C 30s
Annealing 55°C 1 min
Elongation 68°C 12 min

AnschliefSend wurden die Reaktionsgefafie auf 4°C abgekiihlt.

3.2.3 Restriktionsverdau

Da im Reaktionsansatz weiterhin die Ausgangsvektoren enthalten waren, mussten diese
durch einen Restriktionsverdau abgebaut werden. Dazu wurde die Tatsache genutzt, dass
es sich bei dem Ausgangsvektor um methylierte DNA handelt, wahrend das PCR-Produkt
unmethyliert ist. Zu jedem PCR-Ansatz wurden daher 10 U des Restriktionsenzyms Dpnl
gegeben, welches nur methylierte DNA hydrolysiert. Die Mischung wurde fiir eine Stunde
bei 37°C inkubiert.

3.2.4 Transformation in E.coli

Kompetente E.coli XL1 Blue wurden kurz in einem Eisbad angetaut. Sobald die Aliquots
fliissig waren, wurden 5 uL des Dpnl verdauten PCR-Ansatzes hinein gegeben und 20 min
auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die Bakterien einem Hitzeschock von 60 s bei 42°C
ausgesetzt und anschliefSend in 37°C warmes SOC-Medium gegeben. Nach einstiindiger
Inkubation bei 37°C in einem Schiittler mit 150 rpm wurden die Bakterien zentrifugiert
(5000xg, 1 min, RT), in 100 uL SOC-Medium resuspendiert und auf LB-Agar-Platten mit
30 pg/mL Kanamycin ausplattiert.

Nachdem mit dieser Methode kein Koloniebildung beobachtet werden konnte, wurde der
Hitzeschock auf 45 s reduziert, die Zellen in nur 500 uL SOC-Medium aufgenommen und
diese ohne Zentrifugation vollstandig ausplattiert.

Die Agarplatten wurden tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.5 Bakterienkultur

Pro Agarplatte wurden drei 14 mL Reaktionsgefdfie mit Schnappdeckel mit 4 mL LB-
Medium mit 30ug/mL Kanamycin bereitgestellt. Mittels einer Pipettenspitze, deren
Offnung in einer Flamme zugeschmolzen wurde, wurde jeweils eine Kolonie gepickt und
in eines der Rohrchen tiberfiihrt. Diese wurden iiber Nacht bei 37°C und 225 rpm inkubiert.
Eine derartige Bakterienkultur wurde entweder selbst zur Plasmidpréaparation verwendet,
oder diente als Impfkultur fiir eine 200 mL Kultur. In diesem Fall wurden die 4 mL der
Imptkultur in 200 mL bereitgestelltes LB-Medium mit 30 pg/mL Kanamycin gegeben und
ebenfalls tiber Nacht inkubiert wie beschrieben.
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3.2.6 Plasmidpraparation

Zur Gewinnung kleiner Mengen Plasmid-DNA fiir die Sequenzierung wurden
Minipraparationen mithilfe des Minipraparations-Kits NucleoSpin der Firma Machery
Nagel durchgefiihrt. Dabei wurden die 4 mL einer Bakterienkultur auf zwei 2 mL
Reaktionsgefafie aufgeteilt und nach Anweisung des Herstellers bearbeitet.

Um groflere Mengen des Plasmids zu gewinnen, wurde stattdessen mit dem
Maxipraparations-Kit der Firma Qiagen gearbeitet. Fiir die Maxiprdaparation wurden
200 mL Bakterienkultur zum Zentrifugieren auf vier 50 mL Reaktionsgefafie aufgeteilt und
nach Anweisung des Herstellers die Plasmid-DNA extrahiert.

Dabei wurden die vier Pellets nach dem ersten Resuspendieren wieder zusammengefiihrt.
Die so gewonnene Plasmid-DNA wurde in bidestilliertem Wasser gelost und anschliefSend
bei -20°C gelagert.

Um den Erfolg der Reinigung und die Konzentration der DNA zu bestimmen, wurde die
optische Dichte (OD) bei 230, 260 und 280 nm gemessen. Anhand des Verhaltnisses von
OD260/OD2so wurde die mogliche Verunreinigung der DNA mit Proteinen bestimmt, wobei
Werte zwischen 1,8 und 2,0 auf eine ausreichend gereinigte Probe schliefSen lassen. Das
Verhiltnis von OD:230/OD2e erlaubte eine Einschdtzung von Verunreinigungen durch
kleinere, organische Molekiile, wobei hier Werte zwischen 1,8 und 2,2 akzeptiert wurden.
Sofern die Probe keine derartigen Verunreinigungen enthielt, konnte die OD:2o zur
Bestimmung der DNA-Konzentration genutzt werden.

3.2.7 Puffer, Losungen und Kits

e Pfu-Polymerase: Pfu Turbo (Agilent Technologies)

e 10x Reaktionspuffer (Agilent Technologies)

e dNTP-Mix (Thermo Scientific)

e DMSO (Sigma)

e Dpnl (Thermo Scientific)

e S50C-Medium: LB Medium mit 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl: und 20 mM Glucose,
pH 6,8 bis 7

e LB-Medium (Roth)

e LB-Agar (Roth)

e Kanamycin (Roth)

e Minipraparations-Kit: NucleoSpin Plasmid (Machery Nagel)

e Maxipraparations-Kit: Plasmid Maxi Kit (Qiagen)

e Primer (Eurofins Genomics)
R302A fw: 5'-CTT CTC CAG CCT GGT CGC CAG AGG AAT CTC CAC C-3'
R302A rev: 5'-GGT GGA GAT TCC TCT GGC GAC CAG GCT GGA GAA G-3'
R358A fw: 5'-CGT CGG CCA CGG CGC CCG AGC CCT-3'
R358 A rev: 5-AGG GCT CGG GCG CCG TGG CCG ACG-3’
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3.2.8 Gerate

e PCR Gerit: eppendorf Mastercycler personal (Hamburg)

e Tischzentrifuge: VWR Micro Star 17R (Radnor, USA)

e Tischschiittler: eppendorf Thermomixer compact (Hamburg)
e Tischschiittler: eppendorf Thermomixer 5436 (Hamburg)

e Brutschrank: WBT Binder (Tuttlingen)

e Bakterienschiittler: Unitron, Infors HT (Bottmingen, Schweiz)
e NanoDrop: Thermo Scientific (Waltham, USA)

3.3 Herstellung kompetenter Bakterien

3.3.1 Herstellung kompetenter E.coli XL1 Blue

Ein Aliquot von E.coli XL1 Blue, die bei -80°C gelagert wurden, wurde einmal mit einer
Pipettenspitze, deren Offnung in einer Flamme zugeschmolzen wurde, beriihrt, und diese
anschlieffend auf einer LB-Agarplatte mit 12,5 ug/mL Tetracyclin ausgestrichen. Die Platte
wurde tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Eine Kolonie wurde gepickt und in 4 mL LB-Medium mit 12,5 pg/mL Tetracyclin tiber Nacht
bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Diese Vorkultur wurde anschlieffend in ein 100 mL LB-
Medium mit Tetracyclin wie oben tiberfithrt und unter den gleichen Bedingungen inkubiert.
Sobald eine ODsw von 0,6 erreicht war, wurde die Bakteriensuspension fiir 15 min auf Eis
gestellt und anschlieflend zentrifugiert (1000xg, 15 min, 4°C) und in 33,4 mL Puffer RF-1
resuspendiert. Inkubation auf Eis und Zentrifugation wurden wiederholt. Die Bakterien
wurden anschlieffend in 8 mL Puffer RF-2 resuspendiert und ziigig in 100 pL Aliquots
aufgeteilt, welche bei -80°C gelagert wurden.

3.3.2 Puffer und Losungen

e LB-Agar (Roth)

e LB-Medium (Roth)

e Tetracyclin (Roth)

e Puffer RF-1: 100 mM RbCl, 30 mM KaCl, 10 mM CaClz, 50 mM MnClz, 15 %
Glycerin, pH 5,8 (mit Essigsaure)

e Puffer RF-2: 10 mM MOPS, 10 mM RbC(l, 75 mM CaClz, 15 % Glycerin, pH 6,8 (mit
Essigsaure)

3.3.3 Gerate
e Brutschrank: WBT Binder (Tuttlingen)

e Bakterienschiittler: Unitron, Infors HT (Bottmingen, Schweiz)
e Zentrifuge: Megafuge 16R Heraeus (Hanau)
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3.4 Oberflachenbiotinylierung zum Nachweis von TRPM2 in der Plasmamambran

3.4.1 Transfektion von HEK-239 Zellen

Pro Transfektionsansatz wurde eine T25-Zellkulturflasche verwendet, die so vorbereitet war,
dass sie am Tag der Transfektion etwa 80 % Konfluenz der HEK-293-Wildtyp Zellen aufwies.
Das Medium in den Flaschen wurde gegen frisches Kulturmedium ohne Antibiotika
ausgetauscht. Je Probe wurden 1,5 mL Opti-MEM mit 6 pL PLUS-Reagenz und 7,5 pg des
zu transfizierenden Vektors angesetzt, gut gemischt und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Es wurden 18 uL LTX-Reagenz hinzugegeben, erneut gemischt und fiir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschliefSfend wurde die Mischung fiir 6 Stunden bei 37°C
und 5 % CO2 zu den Zellen gegeben, bevor das Medium durch normales Kulturmedium
ersetzt wurde und die Zellen fiir weitere 48 Stunden bei 37°C und 5 % CO: inkubiert wurden.
Anschliefend wurde der Erfolg der Transfektion anhand der EGFP-Expression
fluoreszenzmikroskopisch tiberpriift.

3.4.2 Oberflachenbiotinylierung

Zunachst wurde die Biotinylierungslosung vorbereitet, indem die EZ-Link Sulfo NHS-LC-
Biotin in DPBS (mit CaCl: und MgClz) auf 1 mg/mL verdiinnt wurde. Zudem wurde auch
eine 2 mM EDTA-Lo6sung in PBS (ohne CaCl: und MgClz) hergestellt.

Das Kulturmedium der transfizierten Zellen wurde verworfen und die Zellen vorsichtig
dreimal mit je 5 mL PBS gewaschen. Anschlieffend wurden sie mit 2 mL der
Biotinylierungslosung fiir 30 min bei Raumtemperatur geschwenkt.

Der Uberstand aus den Zellkulturflaschen wurde entnommen und zentrifugiert (500xg, 5
min, RT) um Zellen, die sich wahrend der Biotinylierung abgeldst haben, zu sammeln. Der
Uberstand der Zentrifugation wurde verworfen.

Wahrenddessen wurden die adhdrenten Zellen, die in der Zellkulturflasche verblieben
waren mit 2 mL der EDTA-Losung behandelt, um sie vorsichtig vom Flaschenboden
abzulosen. Die so erhaltene Zellsuspension wurde zu den zuvor gesammelten Zellen
gegeben.

Dieser Schritt wurde wiederholt, um weitere Zellen vom Flaschenboden zu 16sen und der
Probe hinzuzufligen. Anschliefsend wurde das Pellet zweimal mit je 2 mL der EDTA-Ldsung
gewaschen.

3.4.3 Extraktion der Membranproteine

Im folgenden Schritt wurden die Membranproteine mithilfe eines kommerziell erhaltlichen
Kits unter Erhalt ihrer Konformation aus der Membran extrahiert. Dazu wurden die Puffer
des ProteoExtract® Native Membrane Protein Extraction Kits auf Raumtemperatur gebracht
und durchmischt, Wasch- und Extraktionspuffer anschliefend auf Eis gestellt. Die
Zellpellets wurden zweimal mit Waschpuffer gewaschen, bevor zunachst 10 pL Protease-
Inhibitor-Mix und anschliefiend sofort 2 mL Extraktionspuffer I hinzugegeben wurden, in
denen das Pellet resuspendiert wurde.

Die Proben wurden im Kiihlkabinett fiir 10 min bei 20 U/min im Rotationsmischer inkubiert
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und dann zentrifugiert (13 000xg, 10 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und es
wurden 5 pL Protease-Inhibitor-Mix und 500 uL Extraktionspuffer hinzugegeben. Die
resuspendierten Pellets wurden 30 min wie oben im Rotationsmischer inkubiert.
Anschliefiend erfolgte eine weitere Zentrifugation (13 000xg, 10 min, 4°C), die Uberstande
wurden in neue Reaktionsgefafle iiberfiihrt.

3.4.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinmenge wurde eine Standardreihe mit je 5 pL einer BSA-Losung
in den Konzentrationen 1 ug/pL; 0,5 ug/uL; 0,25 ug/uL und 0,125 ug/pL in Extraktions-
puffer II angesetzt, sowie eine leere Probe ohne BSA.

Sowohl diese Standardreihe, als auch Duplikate der 1:10 verdiinnten Proben, wurden auf
einer 96-well-Platte mit je 250 pL Bradford-Reagenz gemischt und nach 10 min die
Absorption bei 595 nm gemessen. Anhand einer so erstellten Eichkurve wurde die
Proteinkonzentration in den Proben bestimmt. Jeweils 20 pug dieses Gesamtproteins pro
Probe wurden zur spateren Verwendung eingefroren.

3.4.5 Isolation der biotinylierten Proteine

Das nach dem Abnehmen der Extraktionsprobe verbliebene Protein (je 480 pg aus den mit
EGFP und den mit TRPM2-wt transfizierten Zellen, 440 pug aus den Zellen, die mit der
Mutante R1404Q transfiziert worden sind und 350 pg aus den Zellen, die mit der
Doppelpunktmutante R302A/R358A transfiziert worden sind) 100 uL NeutraVidin Agarose
Kigelchen (50 % Mischung mit wassriger Tragerfliissigkeit) gemischt und tiber Nacht im
Kiihlkabinett bei 20 U/min im Rotationsmischer inkubiert.

Am Folgetag wurden die Proben zentrifugiert (2500xg, 2 min, RT), der Uberstand verworfen
und das Pellet entweder zur spateren Verwendung eingefroren oder sofort zusammen mit
der eingefroren Gesamtprotein-Proben weiter verwendet.

3.4.6 SDS-PAGE

Die acht Proben (jeweils eine Probe der gesamten Membranextraktion und eine der
isolierten, biotinylierten Proteine von jeder der vier Transfektionen) wurden mit der zum
Volumen passenden Menge 4x Probenpuffer gemischt und fiir 7 min bei 75°C inkubiert.
Anschliefend wurden Proben mit Agarosekiigelchen wie oben zentrifugiert, der Uberstand
in neue Reaktionsgefafse tiberfithrt und die Kiigelchen im Pellet verworfen. Um die Proben
aufzutrennen, wurden je 25 puL der Probe in die Taschen eines 4-15 prozentigen Precast
Polyacrylamidgels in Laufpuffer gegeben. Zur Bestimmung der Grofse der jeweiligen Bande
wurden zudem 6 uL Marker in eine weitere Tasche pipettiert. Die Proteine wurden mit einer
angelegten Spannung von 200 V getrennt, bis die blaue Farbbande unten aus dem Gel
heraus gelaufen ist (ca. 40 min). Anschlieflend wurde das Gel entnommen und die Stege
zwischen den Taschen abgetrennt.
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3.4.7 Western Blot

Frischer Transferpuffer wurde aus 100 mL 10x Westernblot-Puffer, 200 mL Methanol und
700 mL Wasser hergestellt. Die Blotmembranen wurden mit Bleistift beschriftet, fiir 30 s
luftblasenfrei in 30 mL Methanol eingetaucht und fiir 15 min in Wasser geschwenkt. Der
Kammereinsatz wurde in einer puffergefiillten Schale wie folgt befiillt:

Auf die helle Seite des Kammereinsatzes wurde ein puffergetrankter Schwamm gelegt,
darauf zwei Lagen puffergetranktes Filterpapier, die Blotmembran und das Gel, zwei
weitere Lagen puffergetranktes Filterpapier und ein zweiter, puffergetrankter Schwamm.
Nach jedem aufgelegten Bestandteil wurden eventuell aufgetretene Luftblasen heraus
gewalzt. Nachdem der gefiillte Finsatz zugeklemmt in die Kammer eingesetzt wurde,
wurde diese mit einem Kiithlakku und Laufpuffer gefiillt und in ein Eisbad gestellt. Der Blot
wurde iiber eine Stunde bei 400 mA durchgefiihrt, anschlieffend die Membran vorsichtig
herausgenommen und das Gel verworfen.

Die Membran wurde fiir 2 min in Ponceau S Losung gelegt und auf dem Schwenktisch 2x
mit wenig Wasser entfarbt.

Auf Hohe der 140 kDa Markerbande des pre-stained Markers wurde die Membran
horizontal in zwei Abschnitte geteilt. Im oberen Membranabschnitt wurde auf der Hohe,
die einer Proteingrofie von 170 kDa entspricht, TRPM2 erwartet, wahrend sich im unteren
Abschnitt auf der Hohe, die einer Proteingrofse von 100 kDa entspricht, die Na*/K*-ATPase
befinden sollte.

Frische Blockierlosung (2,5 g Magermilchpulver in 50 mL TBS-T) wurde hergestellt, ebenso
wie die Primdrantikorper-Losungen. Fiir letztere wurde a-TRPM2-Antikorper in einer
Verdiinnung von 1:50 000 in 10 mL Blockierlosung gegeben, beziehungsweise a-Na*-K*-
ATPase -Antikorper in einer Verdiinnung von 1:1000.

Die entsprechenden Membranteile wurden jeweils in 10 mL Blockierldsung fiir eine Stunde
inkubiert, dreimal fiir je 5 min mit TBS-T gewaschen und anschlieffend in 10 mL der
Primarantikorperlosung gegeben und tiber Nacht im Kiihlkabinett geschwenkt.

Am folgenden Tag wurde die Losung verworfen und die Membranen drei Mal fiir je 5 min
mit TBS-T gewaschen. Wahrenddessen wurde die Sekundarantikorperlosung hergestellt,
indem oa-Kaninchen HRP (Meerrettichperoxidase)-konjugierter Sekundarantikorper
1:10 000 in 10 mL Blockierlosung pro Membran verdiinnt wurde. AnschliefSend wurden die
Membranen fiir 1 h bei Raumtemperatur geschwenkt und erneut drei Mal mit TBS-T
gewaschen.

Pro Membran wurden 450 uL SuperSignal West Dura Chemilumineszenzsubstrat mit 25 uL
SuperSignal West Pico Chemilumineszenzsubstrat gemischt und fiir 5 min auf die Membran
gegeben. Es wurde zunachst ein Bild des Markers aufgenommen anschliefSend einmal pro
Minute die Lumineszenz detektiert.
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3.4.8 Puffer, Losungen und Kits

36

Kulturmedium: DMEM + GlutaMax-I™ +4,5 g/L. D-Glucose ohne Pyruvat (Gibco)
mit 10 % FBS Superior (Sigma), 100 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin (Gibco)
Trypsin/EDTA: 0.05% (w/v) Trypsin und 0.02% EDTA (w/v) (SigmaAldrich)
Opti-MEM (Invitrogen)

Lipofektamin LTX und PLUS Reagenz (Invitrogen)

EZ-Link Sulfo NHS-LC-Biotin (Thermo Scientific)

DPBS mit CaCl2 und MgCl2 (Gibco)

PBS ohne CaClz und MgCl: (Gibco)

EDTA (Sigma)

BSA (SigmaAldrich)

Bradford-Reagenz (SigmaAldrich)

6x SDS-Probenpuffer: 350mM Tris, pH 6,8 mit 30 % (v/v) Glycerol, 10 % (w/v) SDS,
0,5 M DTT, 0,0012 % Bromphenolblau in bidestilliertem Wasser

Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,4 % SDS

Marker: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific)
Precast Gel: Mini Protean TGX Gels, 4-15 % (Biorad)

ProteoExtract Native Membrane Protein Extraction Kit (Calbiochem)
PVDF-Membran Immobilon-P (Merck)

Transferpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,025 % SDS, 20 % Methanol

TBS: 50 mM Tris, 138 mM NaCl, 2,7 mM KCl, pH 8,0

TBS-T: 0,05 % Tween20 in TBS

Blockierlosung: 5 % Magermilchpulver (Roth) in TBS-T

a-TRMP2-Antikorper: Polyklonaler Antipeptid-Antikorper aus Kaninchen (NB 500-
241, Novus Biologicals)

a-Na*/K*-ATPase-Antikorper aus Kaninchen (#3010, Cell Signalling Technology)
a-Kaninchen HRP-konjugierter Antikorper aus Ziege (Dianova #111-035-045,
Jackson Immunochemicals)

Supersignal West Dura Chemilumineszenzsubstrat (#34087, Thermo Scientific)
Supersignal West Pico Chemilumineszenzsubstrat (#37071, Thermo Scientific)
Vektoren:

pIRES-EGFP2-hTRMP2-wt (wildtyp, zur Verfiigung gestellt von Ralf Fliegert,
Institut fiir Biochemie und Molekulare Zellbiologie, Universitatsklinikum Hamburg
Eppendorf)

pIRES2-EGFP-hTRPM2-R1404Q (zur Verfiigung gestellt von Ralf Fliegert)
pIRES2-EGFP (zur Verfiigung gestellt von Ralf Fliegert)
pIRES2-EGFP-hTRPM2-R302A-R358A (Mutagenese von pIRES2-EGFP-hTRPM2-wt
durch Eurofins Genomics)



3.4.9 Gerate

e Brutschrank: Heraeus (Hanau)
e Mikroskop: Axiovert 100, Zeiss (Wetzlar)
mit sola light engine, AHF Analysentechnik (Tiibingen)
e Schwenktisch: IKA Labortechnik KS250 basic (Staufen)
e Mikrotiterplattenphotometer: Tecan Infinite M Plex (Mannedorf, Schweiz)
e Rotationsmischer: Phoenix Instrument RS-TR05 (Garbsen)
e Zentrifuge: Megafuge 16R Heraeus (Hanau)
e SDS Kammer Biorad (Hercules, USA)
e Western Plot Kammer Biorad (Hercules, USA)
e Energiequelle: Biorad Power Pac 200 (Hercules, USA)
e Detektionssystem: GE Healthcare Image Quant LAS4000 (Chicago, USA)

3.5 Patch Clamp Experimente

3.5.1 Transfektion von HEK-293 Zellen mit JetPEI

Fiir jeden Transfektionsansatz wurde 1 pg Vektor-DNA in einem Reaktionsgefafs mit 125 pLL
NaCl-Losung gemischt. Zudem wurde ein weiteres Reaktionsgefafs mit 5 uL JetPEI Reagenz
und 125 pL NaCl-Losung pro Ansatz vorbereitet. Alle Reaktionsgefdafie wurden gemischt
und durch kurzes Zentrifugieren an den Boden des Reaktionsgefafses gebracht. 125 uL der
JetPEI/NaCl-Mischung wurden zu jedem Vektor-Ansatz gegeben. Die Transfektionsansatze
wurden gemischt und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Wahrenddessen wurde von einer T25-Flasche mit HEK-293-Wildtyp-Zellen das Medium
abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden mit 2 mL Trypsin/EGTA abgeldst und in
8 mL Kulturmedium ohne Antibiotika resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
zentrifugiert (800xg, 5 min, RT), der Uberstand verworfen und die Zellen in 5 mL
Kulturmedium ohne Antibiotika resuspendiert.

10 uL der Zellsuspension wurden mit 10 uL Trypanblau gemischt und mithilfe einer
Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.

Pro Transfektionsansatz wurden vier 35 mm Zellkulturschalen verwendet, in die jeweils
1mL Kulturmedium ohne Antibiotika vorgelegt wurde. Anschliefend wurden
2,5:10° Zellen zu jedem der inkubierten Transfektionsansatze gegeben. Diese wurden mit
Kulturmedium ohne Antibiotika auf ein Volumen von 1250 pL aufgefiillt und vorsichtig
gemischt.

Jeweils 300 uL der Zellsuspension wurden mithilfe der Pipette moglichst gleichmafig in
einer Zellkulturschale verteilt. AnschliefSfend wurden die Schélchen in den Inkubator
gestellt und tiber Nacht bei 37°C und 5 % CO: inkubiert.
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3.5.2 Patch Clamp Ganzzellableitungen

Die fiir die Patch Clamp Experimente benétigten Pipetten wurden jeweils vor den
entsprechenden Experimenten aus Rohlingen aus Borosilikatglas (1,05x1,50x80 mm)
gezogen. Das dazu notige Programm wurde bei einem Wechsel des Filaments, veranderter
Luftfeuchtigkeit oder anderen, dufleren Umstinden entsprechend angepasst, sodass
Patchpipetten mit einem Widerstand von 1,5 bis 3,5 MQ) erhalten wurden.

Zur Vorbereitung der intrazelluldren Elektrode, eines Silberdrahts, wurde dessen Spitze
taglich vor Beginn der Experimente mit Schleifpapier vorsichtig von Riickstanden befreit,
bis sie glanzte. Etwas Silberchlorid wurde in einem Keramikschiffchen geschmolzen und
die angeschliffene Spitze kurz hinein getaucht, um sie mit Silberchlorid zu tiberziehen.
Vorbereitete Zellen in einer 35 mm Zellkulturschale wurden zweimal hintereinander mit
jeweils 1 mL steril filtrierter Extrazellularlosung gewaschen und anschlieffend fiir eine
Stunde in 1,5 mL Extrazellularlosung fiir die Experimente verwendet.

Die Zellkulturschale wurde auf den Kreuztisch des Fluoreszenzmikroskops im Lichtweg
platziert und die Badelektrode, ein Silberchlorid-Pellet, so hinein gehdngt, dass sie nicht mit
dem Boden oder Rand des Schidlchens in Kontakt geraten konnte.

Fiir Versuche bei 37°C wurde ein Reaktionsgefaffs mit 50 mL Extrazellularlosung
bereitgestellt und der erste Ansaugschlauch der Fliissigkeitspumpe hinein gefiihrt. Die
Fliissigkeit wurde durch den Schlauch gepumpt, der durch ein Heizelement (Inline Heater)
in die Zellkulturschale gefiihrt wurde, sodass standig vorgewarmte Extrazelluldarlosung in
die Zellkulturschale nachfliefen konnte. Zudem wurde ein durch einen Thermostaten
kontrollierter, beheizbarer Einsatz fiir den Obijekttisch des Mikroskops verwendet. Mit
einem Temperaturfithler wurde die tatsachliche Temperatur der Fliissigkeit in der
Zellkulturschale tiiberwacht und gegebenenfalls am Thermostat des Heizeinsatzes
nachjustiert. Der zweite Ansaugschlauch der Pumpe fiihrte aus der Zellkulturschale hinaus
in ein Abfallgefafs, sodass der Schale gleiche Volumina der Extrazellularlosung zu- wie
abgefiihrt wurden.

Fiir Messungen bei Raumtemperatur wurde keine Badperfusion verwendet, die Zellen
verblieben fiir eine Stunde in der Extrazellularlosung.

Die Zellen fiir die Messung wurden nach ihrer Morphologie ausgewdahlt: Es wurden jeweils
einzeln liegende Zellen verwendet, die noch nicht begonnen hatten, sich von der Schale
abzulosen und keine langeren Fortsdtze hatten, die sie eventuell mit anderen Zellen
verbinden konnten. Zudem wurden aufSergewohnlich grofie sowie aufSergewohnlich kleine
Zellen im Vergleich zu den anderen Zellen der Probe gemieden. Bei Experimenten mit frisch
transfizierten Zellen wurde zudem die Expression von EGFP mittels Fluoreszenz tiberpriift.
Dieser Schritt war bei Experimenten mit der stabil transfizierten Zelllinie HEK-293 TRPM2
#24 nicht erforderlich.

Eine Patchpipette wurde mit Intrazelluldrlosung, gegebenenfalls mit der gewiinschten
Konzentration an Nukleotiden befiillt, indem zunachst mit einer 5 mL Spritze und einem
Schlauch eine kleine Menge in die Spitze der Pipette gezogen wurde, und anschlieffend 5 pLL
mithilfe einer langen Gelbeladungsspitze auf einer 0,5-10uL Mikropipette moglichst nah an
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die Spitze der Patchpipette gegeben wurde. Meist befand sich dadurch etwas Luft zwischen
der Fliissigkeit in der Spitze und in der restlichen Patchpipette, die durch Anschnippen der
Patchpipette entfernt wurde.

Die gefiillte Patchpipette wurde {tiber die intrazelluldre Elektrode in den Pipettenhalter
eingesetzt, sodass die Elektrode sich in der Fliissigkeit befand. Anschlieffend wurde ein
wenig Luft durch einen Schlauch in das System geblasen und mittels eines Dreiwegehahns
eingeschlossen, sodass ein Uberdruck in der Patchpipette entstand.

Die Patchpipette wurde mithilfe des Mikromanipulaturs in die Extrazellularlosung
getaucht und durch einen Testpuls der Widerstand der Pipette {iberpriift. Unter
Sichtkontrolle im Mikroskop bei Durchlicht wurde die Pipette an die ausgewahlte Zelle
heran gebracht, bis eine konkave Verformung der Zelloberflache zu erkennen war. Durch
die Offnung des Dreiwegehahns wurde der Uberdruck in der Pipette abgelassen und die
Zellmembran konnte zuriickschnellen und sich an die Spitze der Pipette legen. Der dichte
Abschluss zwischen Zellmembran und Pipette wurde mithilfe des gemessenen Widerstands
uberpriift. Dieser musste mindestens 1 G2 betragen. Wenn dies nicht der Fall war, konnte
durch vorsichtiges Saugen an dem Schlauch das Gigaseal teilweise dennoch erreicht werden.
War dies nicht der Fall wurde die Zelle verworfen und eine andere Zelle mit einer neuen
Patchpipette angesteuert.

Im Falle eines erfolgreichen Gigaseals wurde die Zelle durch einen Saugpuls geoffnet und
eine Ganzzellableitung gestartet. Dabei wurde ein Haltepotential von -50 mV an die Zelle
angelegt. Alle 5 Sekunden wurde jeweils eine Spannungsrampe von -85 mV bis +20 mV iiber
eine Dauer von 140 ms durchgefiihrt und die Stromstarke iiber den Verlauf dieser Rampe
gemessen. Insgesamt wurden 90 dieser Rampen an einer Zelle durchgefiihrt, sodass die
Gesamtdauer der Messung 450 s betrug.

Um die Veranderung der Fluoreszenz einer Zelle wahrend einer Messung aufzuzeichnen,
wurde die Pipette unter Sichtkontrolle bei Durchlicht oberhalb der Zelle platziert.
AnschliefSfend wurde der Fluoreszenzfilter im Mikroskop eingeschoben, um die
Fluoreszenz bei 488 nm anzuregen und die Emission bei 510 nm zu messen. Die Sicht wurde
vom Okular auf die Kamera umgestellt und scharf gestellt. Die Pipette wurde mit dem
Mikromanipulator vorsichtig abgesenkt, dabei wurde der Pipettenwiderstand kontrolliert.
Wenn dieser sich &nderte, wurde der Uberdruck entfernt und versucht, ein Gigaseal
herzustellen. Sofern dies gelang, wurde die Kamera gestartet, die Zelle geoffnet und die
Rampenmessung gestartet. Fiir das Video wurde ein Bild pro 0,7 s aufgenommen.

39



3.5.3 Statistische Auswertung

Unter den gewdhlten Ionenbedingungen (Ersatz von Na* in der Badlosung durch NMDG*
fiir das TRPM2 impermeabel ist), zeigt TRPM2 eine charakteristische nicht-lineare IV-Kurve.
Dabei sind die Strome bei positiven Potentialen deutlich grofier als bei negativen Potentialen.
Um die verschiedenen Konditionen miteinander zu vergleichen und statistische Tests
durchzufithren wurde jeweils die maximale Stromstirke bei +15 mV im Verlauf der
Messung mit 90 Rampen ausgewertet. Im Text angegeben wird jeweils der Mittelwert der
gemessenen Stromstarken und der Standardfehler des Mittelwerts.

Da die Stromstarke in der Regel eine schiefe Verteilung aufweist, die starker zu héheren
Werten streut, wurden die Werte log-transformiert und anschlieffend auf Normalverteilung
gepriift.

Zur statistischen Auswertung normalverteilter Daten wurde die ANOVA verwendet und
die einzelnen Gruppen mittels t-Tests mit Bonferroni-Korrektur gegeneinander getestet.

Da unter bestimmten Pufferbedingungen auch nicht-normalverteilte Daten gemessen
wurden, bei denen die maximalen Stromstarken sich in zwei Populationen einteilen liefsen,
wurde der Exakte Test nach Fischer verwendet, um die Verteilung der beiden Populationen
(reagierende und nicht reagierende Zellen) zu testen. Zur Auswertung von Unterschieden
zwischen den Reaktionen dieser Zellen auf unterschiedliche Nukleotide wurde der Kruskal-
Wallis-Test mit Dunn Korrektur verwendet.

3.5.4 Puffer und Losungen

e Intrazelluldrlosung: 120 mM KCl, 8 mM NaCl, 1 mM MgClz, 5,6 mM CaClz, 10 mM
HEPES, 10 mM EGTA, pH 7,2 — Endkonzentration von freien Calciumionen
(berechnet mit MaxChelator) betragt 200 nM bei RT

¢ Intrazelluldrlosung (37°C): 120 mM KCl, 8 mM NaCl, 1 mM MgCls, 5,947 mM
CaClz, 10 mM HEPES, 10 mM EGTA, pH 7,43 bei RT (entspricht pH 7,2 bei 37°C) —
Endkonzentration von freien Calciumionen (berechnet mit MaxChelator) betragt
200 nM bei 37°C

¢ Intrazelluldrlosung (nominell calciumfrei): 129,2 mM KCl, 8 mM NaCl, 1 mM
MgClz, 10 mM HEPES, 100 uM EGTA, pH 7,2

e Extrazelluldrlosung: 140 mM NMDG, 5 mM K(J, 3,3 mM MgClz, 1 mM CaCl, 5
mM Glucose, 10 mM HEPES, pH 7,4

e Extrazelluldrlosung (37°C): 140 mM NMDG, 5 mM KCl, 3,3 mM MgCl, 5,6 mM
CaClz, 5 mM Glucose, 10 mM HEPES, pH 7,63 bei RT (entspricht pH 7,4 bei 37°C)

e Extrazelluldrlosung (NaCl basiert): 140 mM NaCl, 5 mM K], 3,3 mM MgCl;, 1 mM
CaClz, 5 mM Glucose, 10 mM HEPES, pH 7,4

e ADPR (SigmaAldrich)

e 2dADPR (Biolog)

e cADPR (Biolog)

e 8-Br-ADPR (Biolog)

e 8-Br-cADPR (Biolog)

e IDPR (Biolog)
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e IDPR (zur Verfiigung gestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Barry V.L. Potter,
Department of Pharmacology, Oxford University, UK)

e cIDPR (Biolog)

e Kulturmedium ohne Antibiotika: : DMEM + GlutaMax-™ +4,5 g/L. D-Glucose ohne
Pyruvat (Gibco) mit 10 % FBS Superior (Sigma)

e Trypsin/EDTA: 0.05% (w/v) Trypsin und 0.02% EDTA (w/v) (Sigma)

e Trypanblau 0,4 % (Gibco)

e JetPEI Losung (Polyplus)

e JetPEI NaCl (Polyplus)

e Vektoren:
pIRES2-EGFP-hTRMP2-wt (zur Verfiigung gestellt von Ralf Fliegert)
pIRES2-EGFP-hTRPM2-R1404Q (zur Verfiigung gestellt von Ralf Fliegert)
pIRES2-EGFP-hTRPM2-R302A-R358A (Mutagenese von pIRES2-EGFP-hTRPM2-wt
durch Eurofins Genomics)
pBI-CMV1-ALFA-hTRPM2 (linker N-terminal) nb-ALFA-G-GECO1.2 (zur
Verfiigung gestellt von Frederike Kulow, Institut fiir Biochemie und Molekulare
Zellbiologie, Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf)
pBI-CMV1-ALFA-hTRPM2 (linker C-terminal) nb-ALFA-G-GECO1.2 (zur
Verfiigung gestellt von Frederike Kulow)
pBI-CMV1-ALFA-hTRPM2 (ohne tag) nb-ALFA-G-GECOL1.2 (zur Verfiigung
gestellt von Frederike Kulow)

3.5.5 Gerate

e Mikromanipulator: eppendorf Injectman 4 (Hamburg)
e Verstarker: HEKA EPC10 USB (Reutlingen)
e Mikroskop: Axiovert 100, Zeiss (Wetzlar)
mit sola light engine, AHF Analysentechnik (Tiibingen)
e Mikroskop: Leica DMi8 (Wetzlar)
e Pumpe: minipuls 2, Gilson (Limburg-Offheim)
e Durchlauferhitzer: Multirchannel Systems PHO1 Perfusion Cannula (Wetzlar)
e Warmeelement: Warner Instruments (Holliston, USA)
e Schwingungsgedampfter Tisch: AMETEK TMC Cleantop (Berwyn, USA)
e PatchMaster Software: HEKA v2x32 und v2x90 (Reutlingen)
e Rohlinge aus Borosilikatglas, 1,05x1,50x80 mm: Science Products (Hoftheim)
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3.6 Reverse Phase Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Um zu tiberpriifen, ob die Nukleotide mit anderen Stoffen, die ebenfalls bei 260 nm UV-
Licht absorbieren, verunreinigt waren, wurden sie mittels HPLC (high performance liquid
chromatography, Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) aufgetrennt und die UV-
Absorption detektiert.

3.6.1 HPLC

Je 5 nmol der zu untersuchenden Nukleotide wurden in das 1200 Infinity System mit einer
C-8 Luna Phenomenex Saule (reverse Phase) mit den Abmessungen 250 mm x 4,6 mm und
einer Partikelgrofie von 5uM gegeben. Die mobile Phase bestand aus 20 mM KH2PO: bei pH
6,0 und floss mit einer Rate von 0,8 mL/min durch die Saule. Von Minute 5 bis Minute 27
wurde der KH2POs-Puffer graduell durch Methanol ersetzt.

Nach der Auftrennung wurde die Absorption der von der Saule geflossenen Losung bei
260 nm gemessen. Die Chromatogramme wurden mittels ChemStation Software analysiert
um die Nukleotide zu detektieren.

3.6.2 Puffer und Losungen

e Kaliumhydrogenphosphat KH2POs (Sigma-Aldrich)
e Methanol (Merck)

3.6.3 Gerate

e HPLC: 1200 Infinity System (Agilent Technologies, Waldbronn)

e Saule: C-8 Luna Phenomenex, 250 mm x 4,6 mm, Partikelgrofie 5 uM (Phenomenex,
Torrance, USA)

e Analysesoftware: ChemStation Revision C.01.05 (Agilent Technologies, Waldbronn)
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit soll die Bedeutung der beiden Nukleotidbindungsstellen in der MHR1/2
und der NUDT9H Domane untersucht werden. Dazu werden Mutanten verwendet, die die
Bindung der Nukleotide an die Bindungsstellen verhindern.

Zudem wird die seit Jahren in der Literatur umstrittene Funktion von cADPR als TRPM2
Agonist untersucht. Im Rahmen dieser Experimente wird auch der Antagonist 8-Br-cADPR
verwendet, der als spezifischer Antagonist beschrieben ist, der die Aktivierung des Kanals
durch cADPR, nicht jedoch durch ADPR inhibiert.

Zudem wird eine neue Methode etabliert, bei der durch die Fusion eines GECO an einen
Intrabody, der einen an TRPM2 angehéngten tag bindet, die fluorimetrische Messung des
Calciumioneneinstroms durch TRPM2 ermoglicht wird.

4.1 Die Rolle der Nukleotidbindungsstellen fiir die Aktivierung von TRPM2

4.1.1 Erstellung einer MHR1/2 Mutante

Zur Erstellung der Doppelpunktmutante R302A/R358A wurde zunéchst versucht, beide
Mutationen einzeln einzufiihren, um im Falle einer erfolgreichen Mutagenese das Plasmid
mit der gewiinschten Mutation anschlieffend einer zweiten Mutagenese zu unterziehen und
so beide Mutationen in einem Plasmid zu erhalten. Dabei wurden verschiedene PCR-
Bedingungen erfolglos getestet.

In einem Ansatz wurde die PCR wie folgt durchgefiihrt: 2 % DMSO, 2 min Initialer
Denaturierung bei 95 °C, 30 s Denaturierung, ebenfalls bei 95 °C, 1 min Annealing bei 55 °C
und 12 min Elongation bei 68 °C iiber 10 Zyklen, anschlieflendes Zusammengeben der
beiden Ansatze mit forward und reverse Primer und eine Fortsetzung fiir weitere 18 Zyklen.
Das unter diesen Bedingungen gewonnene und Dpnl verdaute Produkt mit den Primern fiir
die R302A Mutation fiihrte nach der Transformation in E. coli XL1 Blue zu vier Kolonien, die
zur Gewinnung von Plasmiden genutzt werden konnten. Die Sequenzierung durch Eurofin
Genomics ergab, dass ein Klon keine Mutation trug, wahrend die drei anderen Klone zwar
Mutationen trugen, allerdings nicht die erwiinschte, bei der das Codon AGG zu GCC
gedandert werden sollte.

Bei einem der drei Plasmide lag jedoch stattdessen eine Mutation von 1544-1546 AGG zu
GCG vor.

Mithilfe der GenScript Codon Usage Frequency Table (111), einer fiir unterschiedliche
Spezies zur Verfiigung stehenden Ubersicht iiber die Verwendungshaufigkeit
unterschiedlicher Codons ergab sich, dass das Originale AGG fiir 20 % der Arginine codiert.
Das geplante Codon GCC ist das Codon, das mit 40 % der codierten Alanine beim Menschen
am haufigsten fiir diese Aminosdure codiert. Das tatsdchlich in der Mutation vorhandene
Codon GCG codiert zwar nur 11 % der Alanine, und ist damit ein seltener genutztes Codon,
steht allerdings der Haufigkeit des Originals naher als die urspriinglich geplante Mutation.
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Da zudem vorherige Versuche gar keine Ergebnisse geliefert hatten und Wiederholungen
mit anderen Annealingtemperaturen drei weitere GCG und keine GCC Mutante
hervorbrachten, wurde zundchst mit dieser Mutante weiter gearbeitet, um die R358A
Mutation ebenfalls einzufiihren.

Als diese Mutation nach mehreren Versuchen bei unterschiedlichen PCR-Bedingungen
nicht erfolgreich eingefiihrt werden konnte (und da auch die parallel zur R302A Mutation
durchgefiihrten Versuche zum Einbringen der Mutation in das wt TRPM2 nicht erfolgreich
waren), wurde schliefSlich das Plasmid mit den beiden Mutationen 1544-1546, 1713-1715;
AGG>GCC, CGC>GCC iiber das In vitro Mutagenese Angebot von Eurofins Genomics
bezogen und per Maxipraperation vervielfaltigt.

4.1.2 Nachweis der Expression der Mutanten in der Plasmamembran

Nachdem die Expressionsvektoren fiir TRPM2 wt und die Mutanten in der NUDT9H bzw.
MHR1/2 Doméane in HEK-293 Zellen transfiziert wurden, wurde eine
Oberflachenbiotinylierung durchgefiihrt. Dazu wurde EZ-Link Sulfo NHS-LC-Biotin
verwendet. Durch die negative Ladung der Sulfonsauregruppe kann diese Verbindung die
Zellmembran nicht passieren. Dementsprechend kann sie nur mit den Teilen von
Membranproteinen reagieren, die von aufierhalb der Zelle zuganglich sind. Der Ester, tiber
den Sulfo-NHS und Biotin verbunden sind, kann von dem freien Elektronenpaar einer
Aminogruppe (wie der e-Aminogruppe von Lysin) nukleophil angegriffen werden. Dabei
entstehen eine Bindung zwischen Biotin und Protein und freies Sulfo-NHS. Auf diese Art
konnten die Oberflachenproteine biotinyliert werden.

Mithilfe eines kommerziellen Kits wurden die Membranproteine in ihrer nativen
Konformation extrahiert und anschlieSfend wurden Kiigelchen mit Neutravidin (einer
optimierten Variante des Biotin-bindenden-Proteins) verwendet, um die markierten
Proteine vom so erhaltenen Extrakt abzutrennen.

Diese Proben wurden per SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Dazu wurde die
Membran auf einer Hohe, die einem Proteingewicht von 140 kDa entspricht, geteilt, wofiir
die Markerbanden als Orientierung dienten.

Zudem ist bereits in der Ponceau-gefarbten Membran (Abbilding 4.1 A) zu erkennen, dass
jeweils mehr des gesamten Membranproteins als des biotinylierten Proteins auf der
Membran vorhanden ist.

In der anschliefSfenden Detektion der Antikorper (Abbildung 4.1, B) ist zu erkennen, dass in
allen Proben die Na*-K*-ATPase vorhanden ist. Zudem ist in der Negativkontrolle pIRES2-
EGEFP, wie erwartet kein TRPM2 nachzuweisen.

In den Proben der Zellen, die mit dem Expressionsvektor fiir TRPM2 wt oder die beiden
Mutanten transfiziert wurden, ist in allen Fallen TRPM2 grundsatzlich im Membranprotein
und auch spezifisch im biotinylierten Protein enthalten. Somit konnte gezeigt werden, dass
die mutierten Kanaéle in der Plasmamembran integriert vorhanden sind.
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Abbildung 4.1: Nachweis von TRPM2 Mutanten in der Plasmamembran

HEK-293 Zellen wurden mit pIRES2-EGFP Vektoren ohne zusétzliches Insert, mit der codierenden
Sequenz fiir TRPM2 wt, oder fiir die TRPM2 Mutanten R302A/R358A in der MHR1/2 Domaéne bzw.
R1404Q in der NUDT9H Domaine transfiziert. Nach 24 Stunden wurde eine
Oberflachenbiotinylierung durchgefiihrt und die Membranproteine (M) extrahiert. Aus einem Teil
der Proben wurden mittels Neutravivdin die biotinylierten Proteine (B) gereinigt. Zu jedem
Expressionsversuch wurden beide Proben auf einem 4-15 %igen SDS Gel getrennt und im Western
Blot auf eine Membran tiibertragen. (a) Ponceau-Farbung mit eingezeichneter Linie auf Hohe von
140 kDa in der die Membran geteilt wurde. (b) Ausschnitt der Membran nach Behandlung mit a-
TRPM2 Antikorper bzw. a-Na*/Ka*-ATPase Antikorper aus Kaninchen und anschlieffend einem «-
Kaninchen Antikorper gekoppelt an Meerrettich-Peroxidase, Detektion mittels Chemolumineszenz
(Abbildungsteil b modifiziert nach 110, Abbildung 3, unter CC BY Lizenz).
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4.1.3 Untersuchung der Aktivitit der TRPM2-Mutanten

Die Mutanten der MHR1/2 bzw. NUDT9H Domaéne wurden in HEK-293-Wildtyp Zellen
exprimiert, um ihre Reaktion auf ADPR und 2dADPR in Patch Clamp Experimenten zu
untersuchen. Das grundsatzliche Vorgehen bei diesem Experiment und reprasentative
Beispiele dafiir, wie die Rohdaten der Experimente dargestellt werden konnen, sind in
Abbildung 4.2 gezeigt.

(a) (b)
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-85 0 20

0.0 1 I I I 1
20 40 60 80 100

-0.5- 15 mV -0.5- Rampennummer
() 507

= 0 — Puffer
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-100 I I I 1
0 50 100 150 200

t [ms]

Abbildung 4.2: Verhiltnis von Spannung, Stromstirke und Zeit bei Patch Clamp-Experimenten
Die Patch Clamp Messung wird jeweils tiber 90 Spannungsrampen von -85 bis +20 mV durchgefiihrt.
Beispielhaft sind hier die Messungen von zwei unterschiedlichen, TRPM2 wt exprimierenden Zellen
(HEK-293 TRPM2 #24) dargestellt, bei denen Intrazelluldrlosung (Puffer) bzw. der gleiche Puffer mit
250 uM ADPR tiiber die Patchpipette infundiert wurde.

(a) Dargestellt ist jeweils der Verlauf der Stromstdrke, der wahrend einer einzelnen
Spannungsrampe gemessen wurde, als Funktion der Spannung. (b) Der Verlauf der Stromstarke
jeweils bei +15 mV fiir alle 90 Rampen einer Messung. (c) Der zeitliche Verlauf der Spannung einer
einzelnen Rampe (modifiziert nach 110, Anhang 1 unter CC BY Lizenz).
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Es wurde jeweils die Stromstarke im Verlauf von 90 konsekutiven Spannungsrampen
gemessen. Die Stromstédrken aller Rampen jeweils am Punkt von +15 mV wurden im Verlauf
der 90 Rampen aufgetragen, wobei die charakteristische Kinetik zu erkennen war: Die
Stromstarke steigt erst an, erreicht nach etwa 2 min ein Maximum und wurde dann wieder
geringer, was auf eine schnelle Aktivierung und langsame Inaktivierung der Kanaile
schliefsen lasst.

Die maximale Stromstirke bei +15 mV wurde als Kenngrofie verwendet, sodass das
Experiment auf einen Datenpunkt reduziert mit den Ergebnissen der Messungen an
anderen Zellen statistisch ausgewertet werden konnte.

In Abbildung 4.3 ist dargestellt, wie HEK-293-Zellen, die TRPM2 wt, die MHR1/2 Domaéne-
Mutante R302A/R358A bzw. die NUDT9H-Domaéane-Mutante R1404Q exprimieren auf die
Agonisten ADPR, 2dADPR sowie auf eine Mischung beider Agonisten reagieren. Dabei
zeigt sich fiir die Experimente mit TRPM2 wt und Puffer eine durchschnittliche Stromstarke
von 0,09 nA + 0,01 nA (n=20). Auf 250 uM ADPR reagieren die Zellen mit 4,64 nA + 1,62 nA
(n=20), auf 2dADPR mit einer deutlich hoheren Stromstarke von 16,2 nA + 2,16 nA (n=20).
Dies bestatigt bereits publizierte Ergebnisse, bei dem hTRPM2 wt mit héherer Stromstarke
auf 2dADPR als auf ADPR reagiert (77, 84).

Eine Mischung der beiden Agonisten zu gleichen Teilen mit jeweils 125 uM ADPR und
125 uM 2d ADPR fiihrt zu einem Strom von 5,35 nA + 1,8 nA (n=9). Die Experimente mit den
beiden Mutanten unter identischen Bedingungen hingegen zeigen weder mit ADPR noch
mit 2dADPR oder der Mischung aus beiden eine Reaktion, die signifikant von den
Ergebnissen mit ausschliefdlich Puffer abweicht.
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Abbildung 4.3: Effekt der NUDT9H bzw. MHR1/2 Domine-Mutationen auf TRPM2-Aktivierung
TRPM2 wt bzw. die Mutationen R1404Q und R302A/R358A wurden in HEK-293 Zellen exprimiert
und in 90 Spannungsrampen von -85 bis +20 mV gemessen. Dargestellt ist jeweils die maximale
Stromstarke bei +15 mV, die in einem Experiment mit Puffer oder Puffer mit 250 uM ADPR, 250 uM
2dADPR oder jeweils 125 uM beider Agonisten in einer Zelle gemessen wurde.

Der schwarze Balken zeigt den Mittelwert der jeweiligen logarithmisch transformierten Daten.

Die logarithmisch transformierten Daten wurden mittels one-way ANOVA und anschliefsender t-
Tests mit Bonferroni-Korrektur der Signifikanzniveaus gegen die Pufferkontrolle getestet. **** steht
tiir p<0,0001, ns fiir nicht signifikant (Abbildung publiziert in 110, Abbildung 3, unter CC BY Lizenz).

4.2 Die Rolle von cADPR als TRPM2 Agonist

4.2.1 Untersuchung der Aktivierbarkeit von TRPM2 durch cADPR

Um der Frage nachzugehen, ob es sich bei cADPR um einen TRPM2 Agonisten handelt,
wurden Ganzzellableitungen bei unterschiedlichen Bedingungen durchgefiihrt, bei denen
cADPR tiber die Patchpipette in TRPM2 exprimierende Zellen (HEK-293 TRPM2 #24)
infundiert wurde.

Zunachst wurde der Effekt von cADPR auf TRPM2 unter den im Labor etablierten
Bedingungen (200 nM freie Calciumionen in der Intrazellularlosung, gepuffert durch
10 mM EGTA, Badlésung mit 140 mM NMDG statt NaCl) bei Raumtemperatur und mit bei
37°C untersucht, wobei die Puffer fiir die Experimente bei 37°C so angepasst wurden, dass
der pH-Wert bei der Zieltemperatur dem der Standardpuffer bei Raumtemperatur
entsprach (Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: Effekt von cADPR auf TRPM2 bei Raumtemperatur und 37°C

Es wurden Ganzzellableitungen von HEK-293 TRPM2 #24 Zellen bei Raumtemperatur (blau) bzw.
37°C (rot) durchgefiihrt. Dargestellt ist der maximale Strom bei +15 mV bei Messungen iiber 90
Spannungsrampen von -85 mV bis +20 mV. In der Patchpipette waren Puffer oder Puffer mit 250 uM
ADPR bzw. 250 uM, 500 uM oder 1000 uM cADPR enthalten. Die logarithmisch transformierten
Daten wurden mittels one-way ANOVA und anschliefSender t-Test mit Bonferroni-Korrektur der
Signifikanzniveaus gegen die Pufferkontrolle getestet. **** steht fiir p<0,0001, ns fiir nicht signifikant
(Abbildung publiziert in 110, Abbildung 1, unter CC BY Lizenz).

Bei Raumtemperatur reagierten die Zellen mit einer durchschnittlichen Stromstarke von
0,94 nA +0,16 nA auf 250 uM ADPR (n=13), wahrend der Puffer allein eine Stromstédrke von
0,06 nA + 0,003 nA (n=13) hervorrief. Die steigenden cADPR Konzentrationen fiihrten zu
Stromstarken von 0,08 nA + 0,01 nA (n=10) fiir 250 uM cADPR, 0,10 nA + 0,02 nA (n=11) fiir
500 uM cADPR und 0,12 nA + 0,03 nA (n=10) fiir 1 mM cADPR.

Bei 37°C wurde mit dem Puffer eine durchschnittliche Stromstarke von 0,22 + 0,02 nA (n=16)
gemessen, mit ADPR ergab sich 16,47 nA + 5,48 nA (n=8). Auch hier zeigten die Messungen
mit cCADPR keinen signifikanten Unterschied zum Puffer, hier wurde eine durchschnittliche
Stromstarke von 0,26 nA + 0,06 (n=10) gemessen.

Die Extrazellularlosung enthielt 140 mM NMDG* (N-Methyl-D-Glucamin), anstelle von
Natriumionen. Dadurch wird rechnerisch die benotigte Osmolaritat von 290 mOsm erreicht,
wobei jedoch NMDG im Gegensatz zu Na* kaum durch den TRPM2 Kanal hindurchstromen
kann. Diese Situation ist zwar unphysiologisch, erlaubt jedoch eine Untersuchung der
TRPM2-Kanale, ohne dass es zu einem massiven Einstrom von Natriumionen in die Zelle
kommt.
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Um Auszuschlieffen, dass der fehlende Effekt von cADPR in den durchgefiihrten
Experimenten auf das Fehlen von Natriumionen zuriickzufiihren ist, wurde eine
Extrazellularlosung mit 140 mM NaCl verwendet. Bei diesen Messungen konnten keine
Positivkontrollen mit ADPR durchgefiihrt werden, da die Zellen aufgrund der hohen
Stromstdarke vor dem Ende der Messung zerstort wurden, jedoch konnte im Vergleich
zwischen Puffer ohne Nukleotid (0,1 nA + 0,02 nA, n=10) und Puffer mit 250 pM cADPR
(0,08 nA + 0,01 nA, n=10) kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildung 4.5,
A).

Yu und Kollegen haben eine Aktivierung von TRPM2 durch cADPR bei geringerer
Pufferung von Calciumionen durch EGTA beschrieben (93). Um zu iiberpriifen ob das
Puffern der Calciumionen einen Einfluss auf die Aktivierbarkeit durch cADPR hat, wurde
mit nominell calciumionenfreier Intrazellularlosung gearbeitet, die statt der tiblicherweise
verwendeten 10 mM EGTA eine 100-fach geringere Konzentration von 100 uM EGTA enthalt.
In dieser wurde untersucht, ob es einen kooperativen Effekt zwischen ADPR und cADPR
gibt (Abbildung 4.5, B).

Wie von McHugh und Mitarbeiter beschrieben zeigte sich hier eine Abhangigkeit der
TRPM2 Aktivierung von der intrazelluliren Calciumionenkonzentration (112): In den
durchgefiihrten Versuchen zeigte sich ein anderes Verhalten der Zellen als Reaktion auf
ADPR, als es in den vorherigen Experimenten zu sehen war: Einige Zellen reagierten nur
mit vergleichsweise schwachen Stromstdarken von <1 nA, wahrend bei andere deutlich
grofiere Stromstarken von >10 nA gemessen wurden.

Dies passt zu den Beobachtungen von McHugh und Kollegen, die ebenfalls starkere TRPM2
Aktivierung und eine sehr steile Dosis-Wirkungs-Kurve bei geringerer EGTA-
Konzentration (1 mM bzw 50 uM) gemessen haben (112).

Diese Beobachtung fiihrte zu der Hypothese, dass es unter diesen Umstinden zwei
mogliche Reaktionen auf die Aktivierung eines TRPM2 Kanals gibt: Ist der
Calciumioneneinstrom gering, dann schliefst sich der Kanal nach kurzer Zeit wieder und es
kommt nur zu einem sehr geringen Gesamtstrom. Wird jedoch eine
Schwellenkonzentration von Calciumionen {iberschritten, wird ein positiver
Feedbackmechanismus ausgelost. Es kommt zur Aktivierung weiterer Kanile und einem
sehr viel starkeren Strom, der in einer Alles oder Nichts Reaktion entweder entsteht, oder
eben nicht. Ob er entsteht, konnte abgesehen von der initialen Calciumionenkonzentration
beispielsweise auch von der Dichte der Kanaéle in der Plasmamembran abhéangen (112).
Zellen, bei denen mutmafilich dieser Mechanismus nicht ausgelost wurde, zeigten stets eine
Stromstarke von weniger als 1 nA, sodass dort ein Schwellenwert fiir die weitere
Auswertung festgelegt wurde, um die Zellen in reagierende und nicht-reagierende Zellen
zu unterteilen.
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Abbildung 4.5: Effekt von cCADPR auf TRPM2 in Gegenwart extrazellulirer Natriumionen und
moglicher Synergismus von ADPR und cADPR bei verminderter Pufferung intrazellulirer
Calciumionen

HEK-293 TRPM2 #24 Zellen wurden bei Raumtemperatur untersucht. Dargestellt ist die maximale
Stromstarke bei +15 mV im Verlauf von 90 Spannungsrampen von -85 bis +20 mV. Der schwarze
Balken entspricht jeweils dem Mittelwert (a) Die Zellen wurden in Badlésung mit 140 mM NaCl und
Standard-Intrazellularlosung untersucht. Die logarithmisch transformierten Daten wurden mittels
beidseitigem t-Test getestet (ns steht fiir nichts signifikant). (b) Die Zellen wurden in Standard-
Badlosung und mit nominell calciumfreier Intrazellularlosung untersucht, die Reaktion auf ADPR
wurde mit der Reaktion auf die gleiche ADPR-Konzentration in Kombination mit cADPR verglichen.
Die logarithmisch transformierten Daten wurden mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn-Korrektur
getestet (ns steht fiir nicht signifikant, *** steht fiir p<0,0001), die gestrichelte Linie zeigt den
Grenzwert, liber den reagierende und nicht reagierende Zellen unterschieden werden, die graue
Zahl oberhalb der Trennlinie die Anzahl reagierender, die graue Zahl unten die Anzahl nicht-
reagierender Zellen (Abbildung publiziert in 110, Abbildung 2, unter CC BY Lizenz).

In den Experimenten, in denen Puffer ohne Nukleotide infundiert wurde, tiberschritt keine
der dreizehn untersuchten Zellen den Grenzwert von 1 nA. Bei der Verwendung von 50 uM
ADPR reagierten zwei von insgesamt zwolf untersuchten Zellen, wahrend bei einer
Konzentration von 75 puM ADPR nur eine einzige der sechzehn untersuchten Zellen keine
Reaktion zeigte. Demnach befindet sich zwischen 50 pM und 75 upM die
Schwellenkonzentration, ab der ein Grofsteil der Zellen mit einer hohen Stromstarke reagiert,
vermutlich aufgrund des von McHugh und Kollegen beschriebenen positiven Feedbacks.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Proben, bei denen die gleiche ADPR-
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Konzentration in Kombination mit 125 uM cADPR verwendet wurde, dhneln sich die
Gruppen mit und ohne cADPR jeweils deutlich: Im Vergleich zu den zwei von zwolf Zellen,
die auf 50 pM ohne ADPR reagieren, zeigt eine von dreizehn Zellen mit 50 uM ADPR und
125 uM cADPR eine Reaktion. Bei 75 uM ADPR reagieren ohne cADPR fiinfzehn der
sechzehn untersuchten Zellen, mit cADPR sind es sechzehn von zwanzig. Auch hier liegt
der Schwellenwert der ADPR-Konzentration also zwischen 50 uM und 75 pM.

In beiden Fallen zeigt sich dabei kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem
Verhalten der Zellen mit oder ohne cADPR, also kein synergistischer Effekt von ADPR und
cADPR zur Aktivierung von TRPM2.

Ein weiterer, in der Literatur beschriebener TRPM2 Agonist ist IDPR, der humanes TRPM?2
ab einer Konzentration von 600 uM aktiviert und bei einer Konzentration von 1 mM
deutliche Strome hervorruft (106). Der Unterschied zwischen ADPR und IDPR besteht darin,
dass die entsprechende Base im Molekiil entweder Adenin oder Hypoxanthin ist. In beiden
Fallen ist jedoch ein Derivat moglich, bei dem eine N-glykosidische Bindung zwischen dem
ersten Stickstoff (N1) der Base und dem ersten Kohlenstoff (C1) der terminalen Ribose
besteht. Es handelt sich dabei je nach Base um cADPR oder N1-cIDPR.

Im Gegensatz zu cADPR, dass leicht zu ADPR hydrolysiert, sodass es zu Verunreinigungen
von cADPR-Proben mit ADPR kommt, bleibt N1-cIDPR auch nach 2 Stunden bei 95 °C stabil,
sodass kein IDPR in einer HPLC-Untersuchung nachgewiesen werden konnte (110).

Aus diesem Grund wurde sowohl kommerziell verfiigbares IDPR und N1-cIDPR (Biolog,
Bremen) als auch IDPR, das von der Arbeitsgruppe von Prof. Barry Potter zur Verfiigung
gestellt wurde, auf seine Eigenschaften als TRPM2 Agonist untersucht (Abbildung 4.6, A).
Mit Puffer ohne Nukleotide wurde eine Stromstarke von 0,08 nA + 0,01 nA (n=14) gemessen.
1 mM des IDPR von Biolog rief eine Stromstdarke von 0,09 nA + 0,01 nA (n=20) hervor, fiir
3mM waren es 0,10nA +0,01 nA (n=21). Es war dementsprechend kein signifikanter
Unterschied der Reaktionen mit IDPR im Vergleich zum Puffer festzustellen. Auf IDPR aus
dem Labor von Prof. Potter reagierten allerdings drei der einunddreifsig untersuchten
Zellen, woraus sich ein signifikanter Unterschied zur Pufferkontrolle ergab.

Mit N1-cIDPR hingegen wurde eine Stromstdrke von 0,11 nA + 0,02 nA (n=19) und damit
ebenfalls kein signifikanter Unterschied zum Puffer festgestellt.

Aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens in den Patch-clamp Experimenten wurden die
beiden IDPR-Proben mittels RP-HPLC miteinander verglichen. Es wurden jeweils 5 nmol
injiziert. Der Hauptpeak (Rt 5.28 min) zeigte eine vergleichbare Flache (1414 mAU*min
Biolog-IDPR, 1622 mAU*min IDPR aus Potter-Labor), so dass es unwahrscheinlich erscheint,
dass das unterschiedliche Verhalten auf Unterschiede in der Konzentration der beiden
Proben zuriickzufiihren ist. In der Biolog-Probe machte der IDPR-Peak 99,2 % der
Gesamtflache aus, bei dem IDPR aus dem Labor von Prof. Potter sind es 97 % (Abbildung
4.6, B), es erscheint also moglich, dass die Effekte auf Verunreinigungen der Probe
zurlickzufiihren sind
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Abbildung 4.6: Effekt von IDPR und N1-cIDPR auf TRPM2

(a) HEK-293 TRPM2 #24 Zellen wurden bei Raumtemperatur in Standard-Extrazellularlosung mit
nominell calciumionenfreier Intrazelluldrlosung untersucht. Dargestellt ist jeweils die maximale
Stromstarke bei +15 mV, die im Verlauf von 90 Spannungsrampen von -85 bis +20 mV erreicht wurde.
Die verwendeten Nukleotide sind IDPR von Biolog, IDPR aus der Gruppe von Barry Potter bzw. N1-
cIDPR von Biolog (102). Die logarithmisch transformierten Daten wurden mittels Kruskal-Wallis
Test mit Dunn-Korrektur getestet (ns steht fiir nicht signifikant, * steht fiir p<0,05, **** steht fiir
p<0,0001), der schwarze Balken gibt den jeweiligen Mittelwert an.

(b) Reverse Phase HPLC Analyse von je 5 nmol der beiden IDPR Proben
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4.2.1 Inhibition von TRPM2 durch 8-Br-ADPR und 8-Br-cADPR

Es wurde in der Literatur beschrieben, dass 8-Br-cADPR ein spezifischer Inhibitor fiir
cADPR-induzierte Strome durch TRPM2 ist. Die Auswirkung auf ADPR besteht jedoch
nicht in einer Inhibition als Verringerung der maximalen Stromstarke, sondern es verkiirzt
die Zeit, bis diese erreicht wird (87). Da in Kapitel 4.2.1 gezeigt wurde, dass cADPR TRPM2
unter den getesteten Konditionen nicht aktiviert, konnte nicht untersucht werden, ob 8-Br-
cADPR ein spezifischer Antagonist fiir cADPR ist.

Da jedoch Huang und Kollegen eine Bindung von cADPR sowie 8-Br-cADPR an die
MHR1/2 Doméne des hTRPM2 beobachteten (92) wurde nun der Effekt von 8-Br-cADPR
untersucht und mit dem des TRPM2 Inhibitors 8-Br-ADPR verglichen. Sowohl der Effekt
der beiden Derivate jeweils allein als auch ein moglicher Antagonismus wurde getestet,
indem die beiden Derivate jeweils einzeln oder in Kombination mit 125 uM ADPR
verwendet wurden.

Dabei wurde bei den Zellen, die nur mit Puffer in der Patchpipette behandelt wurden eine
Stromstarke von 0,02 nA + 0,01nA (n=10) gemessen, mit 1 mM 8-Br-ADPR ergab sich eine
Stromstarke von 0,13 nA + 0,06 nA (n=10), wahrend 1 mM 8-Br-cADPR eine Stromstarke von
0,09 nA £ 0,03 nA (n=13) hervorrief.

Hingegen zeigte sich deutlich, dass vier von vier Zellen mit einer Stromstarke von 34,91 nA
+ 6,37 nA (n=4) durch 125 uM ADPR aktiviert wurden, wahrend nur vier der vierzehn
getesteten Zellen auf die Kombination aus ADPR und 8-Br-ADPR reagierten. Die
Kombination aus ADPR und 8-Br-c-ADPR rief in fiinf von neunzehn untersuchten Zellen
eine Reaktion hervor. Beide Inhibitoren jeweils zusammen mit ADPR zeigten einen
statistisch signifikanten Effekt gegentiber ADPR. Allerdings zeigt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen 8-Br-ADPR und 8-Br-cADPR, die in der untersuchten Konzentration
von 1 mM vergleichbar stark inhibierend auf die Aktivierung von TRPM2 durch ADPR
wirken.
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Abbildung 4.7: Effekt von 8-Br-ADPR und 8-Br-cADPR als TRPM2 Antagonisten
Ganzzellableitungen in HEK-293 TRPM2 #24 Zellen mit nominell calciumionenfreier
Intrazellularldsung wurden iiber 90 Spannungsrampen von -85 bis +20 mV durchgefiihrt. Uber die
Patchpipette wurde jeweils ADPR, 8-Br-cADPR, 8-Br-ADPR, eine Kombination aus ADPR und
einem der beiden Inhibitoren oder die Pufferkontrolle infundiert. Die schwarzen Balken zeigen den
Mittelwert der gemessenen Daten, die gestrichelte Linie markiert den Grenzwert fiir reagierende
bzw. nicht-reagierende Zellen. Die graue Zahl oberhalb der Trennlinie gibt die Anzahl reagierender
Zellen an, die Zahl unterhalb die Anzahl nicht-reagierender Zellen. Die Anzahl der reagierenden
bzw. nicht-reagierenden Zellen wurde mittels des Exakten Tests nach Fisher ausgewertet (ns steht
fiir nicht signifikant, * steht fiir p<0,05) (Abbildung publiziert in 110, Abbildung 2, unter CC BY
Lizenz).

4.3 Etablierung eines Intrabody-basierten Reportersystems

Zur Untersuchung der TRPM2 Funktion in sich bewegenden Zellen, um beispielsweise die
Rolle des Kanals in der Chemotaxis (67) besser zu verstehen, soll ein fluoreszenzbasiertes
Reportersystem entwickelt werden, welches es ermdglich, ohne die Limitierungen der Patch
Clamp Methode selektiv den Einstrom von Calciumionen durch TRPM2 nachzuweisen. Um
dies zu erreichen braucht es einen Farbstoff, der seine Fluoreszenzeigenschaften bei der
Bindung von Calciumionen @ndert, und der intrazellular an TRPM2 gebunden werden kann.
Dazu kann auf bereits etablierte genetisch encodierte Calciumsensoren (GECI)
zuriickgegriffen werden, bei denen es sich um artifizielle Proteine auf Basis von GFP und
Calmodulin handelt, die Fluoreszenz zeigen, wenn Calciumionen an sie binden (98). Die
codierende Sequenz eines GECI kann an die codierende Sequenz eines Zielproteins in einem
Expressionsvektor kloniert werden, sodass nach der Transfektion in Zellen ein
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Fusionsprotein exprimiert wird, dass die gewiinschten Fluoreszenzeigenschaften besitzt
und gleichzeitig das Zielprotein enthalt.

Es zeigte sich allerdings, dass Fusionsproteine aus TRPM2 und N- oder C-terminalem
GECOI1 oder GECO1.2 in anderen Membranen als der Plasmamembran vorlagen und Zellen,
die mit Expressionsvektoren fiir diese Proteine tranformiert worden waren, auf die
Stimulation durch oxidativen Stress durch Wasserstoffperoxid nicht mit einem
Calciumeinstrom reagierten (personliche Mitteilung von Frederike Kulow und Ralf
Fliegert). Daher wurde stattdessen mittels des ALFA-Systems (107) ein anderer
Losungsansatz gewahlt: TRPM2 wurde mit einem ALFA-tag entweder am C- bzw. N-
Terminus exprimiert, an den der Intrabody-Teil eines Intrabody-GECO-Fusionsproteins
binden kann. Durch die bedeutend kleinere Grofie des tags im Vergleich zum GECO soll
der Kanal weniger beeinflusst und korrekt exprimiert werden.

Dazu wurde der tag direkt oder iiber eine Verbindungssequenz (Linker) entweder N-
terminal oder C-terminal an die TRPM2 Sequenz angefiigt. Im gleichen, bidirektionalen
Plasmid, das fiir dieses Konstrukt codiert, wurde auch das Intrabody-GECO-Fusionsprotein
eingefligt, sodass mit einer Transfektion eines Vektors das komplette TRPM2-
Reportersystem in die Zelle gelangt.

So wird das GECO ftiber den Intrabody an den TRPM2 Kanal in der Plasmamembran
gebunden. Offnet sich nun der Kanal, und es kommt zu einem Einstrom von Calciumionen,
konnen diese Ionen an das GECO binden, was wiederum den Fluorophor aktiviert. So kann
die Offnung des TRPM2 Kanals im Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden (Abbildung
4.8).

Calciumionen

extrazellular

ALFA tag

Abbildung 4.8: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Reportersystems

Der TRPM2 Kanal wird entweder N-terminal oder C-terminal mit einem ALFA-tag versehen (Links).
Der Intrabody-Teil des Intrabody-GECO-Fusionsproteins bindet das ALFA-tag, sodass TRPM2 und
GECO in direkte raumliche Nahe zueinander gelangen (Mitte). Stromen Calciumionen durch den
geoffneten TRPM2 Kanal, binden sie am GECO und die Fluoreszenz nimmt zu (Rechts).
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Die entsprechenden Klonierungen wurden von Frederike Kulow durchgefiihrt, woraufthin
die GECO1.2-Konstrukte fiir weitere Experimente verwendet wurden. Diese wurden
zundchst in Patch Clamp Ganzzellableitungen auf ihre Funktion hin tiberpriift (Abbildung
4.9).

Fiir die ersten Versuche wurde der Vektor, der fiir das Reportersystem codiert, in HEK-293
Zellen transformiert und zur Kontrolle wurden weitere Zellen mit dem TRPM2 wt
Expressionsvektor transformiert, um die Funktion des Reportersystems als Kanal in Patch
Clamp Ganzzellableitungen mit der des wt Kanals vergleichen zu konnen.

Diese Kontrolle wurde optimiert: Ein weiteres, bidirektionales Plasmid wurde verwendet,
das fiir TRPM2 wt und das GECO-Intrabodys-Fusionsprotein codiert. Dadurch unterschied
sich die Kontrolle nur durch die Abwesenheit des ALFA-tags und gegebenenfalls des
Linkers von dem Reportersystem, um zu iiberpriifen, ob allein die Anwesenheit des
Fusionsproteins, auch wenn die Bindungsstelle fehlt, einen Effekt verursacht.
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Abbildung 4.9 Funktionsfihigkeit des TRPM2 Kanals im Kontext des Reportersystems

Die zu untersuchenden Konstrukte wurden in HEK-293 Zellen transfiziert. 24 Stunden nach der
Transfektion wurden Ganzzellableitungen iiber 90 Spannungsrampen von -85 bis +20 mV
durchgefiihrt. Dargestellt ist jeweils die maximale Stromstédrke bei +15 mV. (a) Die transfizierten
Zellen wurden mit Standard-Intrazellularlosung (Puffer) ohne Nukleotide, bzw. mit 250 uM ADPR
in der Patchpipette untersucht. (b) Die transfizierten Zellen wurden mit nominell calciumfreier
Intrazellularlosung (Puffer) ohne Nukleotide, bzw. mit 125 uM ADPR untersucht.

(@ und b) Die logarithmisch transformierten Daten wurden mittels one-way-ANOVA mit
Bonferroni-Korrektur getestet (ns steht fiir nicht signifikant, ** steht fiir p<0,01, *** steht fiir
p<0,001,**** steht fiir p<0,0001), der schwarze Balken gibt den Mittelwert, die Fehlerbalken den
Standardfehler des Mittelwert an.
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Bei der Verwendung von TRPM2 wt wurde in den Zellen, die nur mit Puffer in der
Patchpipette behandelt wurden, ein Strom von 0,07 nA + 0,02 nA (n=7) gemessen, wahrend
die Aktivierung mit 250 uM ADPR Stromstarken von 4,4 nA + 3,19 nA (n=4) hervorrief. Im
Vergleich dazu reagierte das Reportersystem mit C-terminalem ALFA-tag am TRPM2 auf
den Puffer mit Stromstarken von 0,27 nA + 0,12 nA (n=4) und auf 250 uM ADPR mit 0,33 nA
+ 0,11 nA (n=5). Somit ergab sich fiir diesen Versuch ein Reportersystem zu erstellen kein
signifikanter Unterschied in der Reaktion der damit transformierten Zellen auf Puffer oder
den Agonisten ADPR. (Abbildung 4.9, A).

Im Vergleich von dem Konstrukt, bei dem der ALFA-tag N-terminal angefiigt worden war,
mit der verbesserten Kontrolle ergab sich ein anderes Bild: Die Zellen, die mit TRPM2 wt
und dem Intrabody-GECO-Fusionsprotein transformiert worden waren, reagierten mit
Stromstarken von 0,09 nA + 0,02 nA (n=8) auf den Puffer und mit 12,94 nA + 2,58 nA (n=10)
auf 125 uM ADPR. Im Reportersystem mit N-terminal an TRPM2 angefiigten ALFA-tag
zeigten sich als Reaktion auf den Puffer Stromstirken von 0,15 nA + 0,01 nA (n=7), als
Reaktion auf 125 uM ADPR waren es 6,96 nA + 1,8 nA (n=9). Dies ergab statistisch jeweils
keinen signifikanten Unterschied zwischen dem TRPM2 ohne ALFA-tag und dem
Reportersystem unter den gleichen Versuchsbedingungen, wahrend sich zwischen der
Behandlung mit Puffer ohne Nukleotid und der mit 125 uM ADPR signifikante
Unterschiede darstellten. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass der ALFA-tag
und das daran gebundene Fusionsprotein die Funktion des Kanals nicht beeintrachtigen
(Abbildung 4.9, B).

Um die Untersuchung der Fluoreszenz des Reportersystems wéahrend einer
Ganzzellableitung zu untersuchen, war eine Optimierung der Pufferbedingungen
notwendig, da in der Standard-Intrazellularlosung Calciumionen enthalten sind, die

ausreichen, um eine GECO-Fluoreszenz innerhalb der ersten Sekunden nach dem Offnen
der Zelle zu beobachten (Abbildung 4.10).

Abbildung 4.10: GECO-Fluoreszenz in Zellen ohne TRPM2 Aktivierung

HEK-293 Zellen wurden mit TRPM2 mit C-terminalem ALFA tag und einem Intrabody-GECO1.2-
Fusionsprotein transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen in Patch Clamp
Ganzzellableitungen mit Standard-Intrazellularlosung untersucht. Fiir die Videoaufnahme wurde
alle 0,7 Sekunden je ein Bild der Fluoreszenz (Anregung bei 488 nm, Emission bei 510 nm)
aufgenommen. Dargestellt sind zwei Einzelbilder aus dem Video.
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Um die passenden Intrazelluldrlosung zu finden, wurden nominell calciumfreie
Intrazelluldrlésungen mit drei unterschiedlichen EGTA-Konzentrationen zur Pufferung der
dennoch vorhandenen Calciumionen verwendet: 50 uM, 100 uM und 200 uM (Abbildung
4.11). Diese wurden jeweils in Patch Clamp Ganzzellableitungen untersucht und
fluoreszenzmikroskopisch beobachtet. Dabei zeigte sich bei der Verwendung von 50 uM
EGTA eine sichtbare Fluoreszenz als Reaktion auf das Offnen der Zelle, wiahrend mit
100 uM und 200 uM EGTA diese Fluoreszenz nicht mehr zu erkennen war. Diese
Konzentrationen wiirden sich entsprechend beide fiir weitere Experimente eignen, es
wurde daher mit der geringeren der beiden moglichen Konzentrationen, 100 uM gearbeitet.
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Abbildung 4.11: Untersuchung von nominell calciumionenfreier Intrazelluldrlosung

HEK-293 Zellen wurden mit dem bidirektionalen Expressionsvektor fiir TRPM2 mit C-terminalem
ALFA tag und einem Intrabody-GECO1.2-Fusionsprotein transfiziert. 24 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen in Patch Clamp Ganzzellableitungen mit nominell
calciumionenfreier Intrazelluldrlosung mit den jeweils angegebenen EGTA-Konzentrationen
untersucht.

So konnten Videoaufnahmen von Zellen mit TRPM2 mit N-terminalem ALFA-tag und
GECO1.2-Intrabody-Fusionsprotein in nominell calciumfreier Intrazelluldrlosung erstellt
werden. Es ist zu erkennen, dass Zellen, die mit 125 uM ADPR in der Pipette untersucht
wurden, eine deutliche Fluoreszenzreaktion zeigten, wahrend der Puffer allein keine
Reaktion hervorrief. Reprasentative Einzelbilder sind in Abbildung 4.12 dargestellt.

Er zeigt sich aufSerdem, dass die Fluoreszenz in der Zelle, in die ADPR infundiert wurde,
zundchst zunimmt und anschlieffend langsamer wieder abnimmt. Im beobachteten
Zeitraum wurde die anfangliche Fluoreszenz nicht wieder erreicht.
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Abbildung 4.12: Das Intrabody basierte Reportersystem

HEK-293 Zellen wurden mit dem bidirektionalen Vektor, der fiir TRPM2 mit N-terminalem ALFA
tag und ein Intrabody-GECO1.2-Fusionsprotein codiert, transfiziert. 24 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen in Patch Clamp Ganzzellableitungen mit nominell calciumfreier
Intrazellularlosung ohne Nukleotid bzw. mit 125 uM ADPR untersucht. Fiir die Videoaufnahme
wurde alle 0,7 Sekunden je ein Bild der Fluoreszenz (Anregung bei 488 nm, Emission bei 510 nm)
aufgenommen. (a) Dargestellt sind vier Einzelbilder aus dem Video. (b) Zeitlicher Verlauf der
Fluoreszenzintensitdt wahrend der Messung. AU steht fiir arbitrary unit (willkiirliche Einheit).
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5 Diskussion

Der Ionenkanal TRPM2 besitzt pro Monomer zwei Bindungsstellen fiir Nukelotide: Eine in
der N-terminalen MHR1/2 Doméne und eine in der C-terminalen NUDT9H Domane. In
dieser Arbeit werden die Rollen dieser beiden Bindungsstellen fiir die Aktivierung des
hTRPM2 durch ADPR sowie den Superagonisten 2dADPR diskutiert, um zu zeigen, dass
beide Bindungsstellen gleichermafien notwendig fiir die Aktivierung des Kanals durch
diese Agonisten sind.

AnschliefSend wird auf die in der Literatur kontrovers diskutierte Frage eingegangen, ob es
sich bei cADPR um einen TRPM2 Agonisten handelt, da sich im Rahmen dieser Arbeit
deutliche Hinweise darauf ergaben, dass dies nicht der Fall ist. Die Untersuchung dieser
Frage fiihrte auch zu der Untersuchung des Kanals mittels IDPR und N1-cIDPR, wobei sich
zeigt, dass es sich bei beiden Stoffen ebenfalls offenbar nicht um TRPM2 Agonisten handelt.
Zuletzt wird zudem die Etablierung eines Intrabody-basierten Reportersystems dargestellt,
welches die Moglichkeit eroffnet, die Aktivierung von TRPM2 in Zukunft
fluoreszenzmikroskopisch beobachten zu kénnen.

5.1 Die Bedeutung der Nukleotidbindungsstellen fiir die Aktivierung von hTRPM?2

5.1.1 Die Bindungsstelle fiir Nukleotide in der NUDT9H Domaéne

Aufgrund der Homologie zwischen der NUDT9H Domaéne zu dem Enzym NUDT9 haben
Perraud und Mitarbeiter zunachst nach dem Substrat dieses Enzyms gesucht. Dabei stiefen
sie auf ADPR, das nicht nur von NUDT9 hydrolytisch gespalten wird, sondern auch in der
Lage ist, TRPM2 zu aktivieren (53).

Uberraschenderweise zeigte sich jedoch, dass das TRPM2 Ortholog aus der Seeanemone
Nematostella vectensis sich auch dann durch ADPR 6ffnen lasst, wenn die NUDT9H Domane
entfernt wurde. Dementsprechend scheint diese nicht notwendig fiir die Offnung des
Kanals zu sein (65). Im Gegensatz dazu ist die Offnung der TRPM2 Orthologe aus
Wirbeltieren (am Beispiel des humanen Kanals und dem des Zebrafisches Danio rerio) nicht
mehr moglich, sobald eine Punktmutation eingefiihrt wird, die die Bindung von ADPR an
die Bindungsstelle in der NUDT9H Domane stort (68, 69).

Zudem ist die Enzymaktivitat der nvNUDT9H Domaéne deutlich messbar, wahrend sie in
der ANUDT9H Doméne minimal (62) bis nicht nachweisbar (63) ist. Dies ist auf die Mutation
von zwei Aminosauren zuriickzufiihren: Das Motiv REF (Aminosauren: Arginin, Glutamat
und Phenylalanin), das sich im nvIRPM an den Positionen 1442-1444 befindet,
korrespondiert mit dem Motiv RIL (Aminosauren: Arginin, Isoleucin und Leucin) an den
Positionen 1404-1406 (65). Im drTRPM2 findet sich an der entsprechenden Stelle ebenfalls
das Motiv RIL, und wie erwartet ist auch hier keine oder nur minimale katalytische Aktivitat
vorhanden (66).

Es scheint daher, als habe die NUDT9H Domane ihre katalytische Aktivitat im Laufe der
Evolution der Wirbeltiere verloren und ihre Funktion moglicherweise verandert (70).

Dank der elektronenmikroskopischen Strukturaufklarung ist zudem bekannt, dass ADPR
in einer ausgestreckten Konformation an die Bindungsstelle in der NUDT9H Domaéne
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bindet (92). Eine Bindung von cADPR erscheint aufgrund der Geometrie und der im
Vergleich zu ADPR geringeren, konformationellen Freiheit von cADPR eher
unwahrscheinlich.

Zur Untersuchung der Relevanz der Nukleotidbindung an der NUDT9H Doméne im
hTRPM2 wurde die Mutante R1404Q verwendet, die in fluorimetrischen Messungen keinen
Calciumioneneinstrom und Patch Clamp Experimenten keine Aktivierbarkeit durch ADPR
zeigte, wahrend das Vorliegen des Kanals in der Plasmamembran belegt werden konnte
(114).

Dabei hat sich die Beobachtung von Perraud und Kollegen bestatigt, dass diese Mutante
trotz ihrer Membranlokalisation nicht mehr durch ADPR aktivierbar ist. Dariiber hinaus
wurde erstmalig die Rolle der intakten NUDT9H Domaine fiir die Aktivierbarkeit von
hTRPM2 durch den Superagonisten 2d ADPR untersucht: Hier zeigte sich, dass die Doméne
nicht nur fiir die Aktivierbarkeit durch ADPR, sondern auch fiir die Aktivierbarkeit durch
2dADPR notwendig ist, es in dieser Hinsicht also keinen Unterschied zwischen dem
Agonisten und dem Superagonisten gibt.

5.1.2 Die Bindungsstelle fiir Nukleotide in der MHR1/2 Domaéne

Nachdem der Entdeckung, dass die NUDT9H Domane aus nvIRPM2 entfernt werden kann,
ohne die Aktivierbarkeit des Kanals durch ADPR zu beeintrachtigen (65) wurde eine zweite
Bindungsstelle fiir Nukleotide im gleichen Kanal zunéachst von Kiithn und Mitarbeitern pos-
tuliert (65) und anschliefSend in der MHR1/2 Doméne von Huang und Kollegen entdeckt
(58). An diese Bindungsstelle bindet ADPR in einer hufeisenférmigen Konformation, was
sie zu einem guten Kandidaten fiir eine mogliche Bindung von cADPR macht (92).

Auch fiir diese Bindungsstelle ist bereits eine Mutation bekannt, die die Bindungsstelle
moglicherweise unbrauchbar macht, jedoch existieren hier widerspriichliche Hinweise in
der Literatur: Wahrend Wang und Kollegen in fluorimetrischen Messungen in Fura-2 bela-
denen Zellen, die die Mutante exprimieren, einen Einstrom von Calciumionen nach Stimu-
lation mit Wasserstoffperoxid beobachteten (56) konnten Huang und Mitarbeiter in Patch
Clamp Experimenten keine Aktivierbarkeit durch ADPR feststellen (92).

Nachdem zunéchst das Vorliegen des mutierten Kanals in der Plasmamembran tiberpriift
wurde, konnte seine Aktivierbarkeit durch ADPR untersucht werden. Dabei zeigte sich als
Reaktion auf ADPR in der Patchpipette kein signifikant vom Puffer unterschiedlicher Strom,
was die Beobachtungen der Gruppe um Huang bestitigt und damit denen von Wang und
Kollegen widerspricht.

Zusatzlich wurde erstmals die Rolle der Bindungsstelle in der MHR1/2 Domane fiir die Ak-
tivierung durch den Superagonisten 2dADPR untersucht. Auch hier zeigte sich, dass die
Mutante nicht durch 2dADPR aktivierbar war, was wiederum eine kritische Rolle der Bin-
dungsstelle in der MHR1/2 Domane fiir die Aktivierung des Kanals durch 2d ADPR nahe-
legt und keinen Unterschied zwischen dem Agonisten ADPR und dem Superagonisten
2dADPR offenbart.
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5.1.3 Die relative Bedeutung der beiden Nukleotidbindungsstellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die beiden Bindungsstellen, sowohl in der
NUDT9H als auch in der MHR1/2 Domaéne von essenzieller Bedeutung fiir die Aktivierung
von hTRPM2 sowohl durch ADPR als auch durch 2dADPR sind. Damit ist einerseits das
Ergebnis von Huang und Kollegen (92) bestitigt, indem die Bedeutung der Bindungsstelle
in der MHR1/2 Domaéne fiir die Aktivierung des Kanals durch ADPR gezeigt wurde, ebenso
wie die Ergebnisse von Perraud und Kollegen (53), die dies fiir die Bindungsstelle in der
NUDT9H Domane zeigten.

Zusatzlich wurde in dieser Arbeit auch erstmals die Bedeutung beider Bindungsstellen fiir
die Aktivierung des Kanals durch 2dADPR gezeigt.

Dadurch kann darauf geschlossen werden, dass der superagonistische Effekt nicht auf eine
Praferenz der Nukleotide fiir die eine oder andere Bindungsstelle zurtickzufiihren ist.
Wenn nun beide Bindungsstellen fiir eine Aktivierung des Kanals intakt sein miissen, legt
das nahe, dass es auch der Bindung der Agonisten an beide Bindungsstellen bedarf, um
eben jene Aktivierung des Kanals zu bewirken.

Die Erkenntnis, dass beide Bindungsstellen gleichermaflen fiir die Aktivierung von TRPM2
durch die beiden genannten Nukleotide notwendig sind, macht die Frage nach dem
umstrittenen Agonisten cADPR umso interessanter: Da er in seiner Konformation so
eingeschrankt ist, dass es unwahrscheinlich erscheint, dass er an die Bindungsstelle in der
NUDT9H Domine binden kann, wiirde es nahe liegen, dass sich die Aktivierung durch
cADPR von der durch die anderen Liganden deutlich unterscheidet.

5.2 cADPR ist kein TRPM2 Agonist

Bereits seit 1989 war bekannt, dass cADPR als sekundéarer Botenstoff in der Lage war,
Calciumionen aus intrazelluliren Speichern zu mobilisieren (85), zudem wurde 1997
gezeigt, dass es auch einen Einstrom von Calciumionen in die Zelle bewirken kann. Guse
und Kollegen spekulierten, dass dieser Einstrom durch einen Kanal der TRP-Familie
erfolgen konnte (115).

Kolisek und Mitarbeiter untersuchten TRPM2 als moglichen Kandidaten fiir einen durch
cADPR aktivierbaren Calciumkanal. Sie fanden eine Aktivierung des Kanals, der unter
einem tetracyclin-aktivierten Promotor in HEK293 Zellen exprimiert wurde, sowohl durch
ADPR mit einer ECso (mittlere effektive Konzentration) von 12 uM als auch durch cADPR
mit einer ECso von 700 uM (87).

Diese Konzentration ist jedoch um Grofienordnungen hoher als die von Guse und Kollegen
gemessene, endogene Konzentration von cADPR von etwa 2 uM, die bei der Aktivierung
von Jurkat T-Zellen vorlag und fiir eine langanhaltend erhohte Calciumionenkonzentration
sorgte (116). Diese wiederum unterscheidet sich nur um eine Gréfienordnung von der von
Heiner und Kollegen gemessenen, endogenen cADPR-Konzentration in neutrophilen
Granulozyten von etwa 0,2 uM (89). Abgesehen von diesem Konzentrationsunterschied rief
cADPR auch schwichere Strome hervor, die nur etwa 5 % so stark waren, wie die mit ADPR
ausgelosten Strome. Im Gegensatz zu den durch vergleichbare Konzentrationen von ADPR
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ausgelosten Stromen, die ihr Maximum bereits nach wenigen Sekunden erreichten, dauerte
es bei den durch cADPR ausgeldsten Stromen 100 bis 200 s, bis die maximale Stromstarke
erreicht war. Diese Verzogerung zeigte sich auch bei geringeren Konzentrationen von ADPR
(30 uM und weniger) (87).

Um auszuschliefSen, dass dieser Effekt darauf zurtickzufiihren sein konnte, dass cADPR in
der Zelle zu ADPR hydrolysiert wurde, fithrten Kolisek und Kollegen Einzelkanal-
messungen durch. Dabei reagierte nur einer von acht untersuchten Membranpatches auf
1 mM cADPR, woraus die Autoren schlossen, dass cADPR selbst einen limitierten, aber
eben vorhandenen Effekt als TRPM2 Agonist besitzt (87). Auf die Moglichkeit, dass cADPR
in der Zelle zu ADPR hydrolysiert werden konnte, gingen auch Yu und Kollegen ein, indem
sie die CD38 Expression in HEK293-wt Zellen untersuchten, die sich nicht von der
Negativkontrolle unterschied und zudem das Enzym in HEK293-Zellen iiberexprimierten.
Im Lysat von Zellen mit CD38 Uberexpression zeigte sich nach einer halben Stunde eine
deutliche Reduktion der Menge an cADPR, wahrend die detektierte Menge an ADPR
anstieg. Diese Verschiebung war im Lysat der Wildtypzellen nicht zu beobachten (93).

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse widersprechen den Ergebnissen von
Kolisek und Mitarbeitern deutlich, da in Ganzzellableitungen keine Aktivierung von
TRPM2 durch cADPR in Konzentration von bis zu 1 mM (also oberhalb der gemessenen
ECso von 700 uM) nachgewiesen werden konnte. Somit stimmen sie mit der Beobachtung
von Yu und Kollegen insofern iiberein, als dass unter den gewahlten Versuchsbedingungen
zumindest nicht ausreichend cADPR zu ADPR hydrolysiert wird, um eine ADPR-
Konzentration zu erreichen, die ausreicht, um TRPM2 zu aktivieren.

In Anbetracht der Tatsache, dass die benétigte cADPR-Konzentration vielfach hoher war,
als sie in Zellen zuvor gezeigt werden konnten, demonstrierten Kolisek und Mitarbeiter
auch einen Effekt von cADPR in niedrigerer Konzentration, in der es TRPM2 nicht allein,
sondern synergistisch mit ADPR gemeinsam aktivierte: Mit der Mischung aus beiden
Agonisten beobachteten sie einen geringen TRPM2 Strom, der durch 10 uM cADPR und
30 nM bis 300 nM ADPR ausgelost wurde (87).

Zusatzlich untersuchten sie AMDP, ein Spaltprodukt, das (gemeinsam mit Ribose-5-phosphat)
entsteht, wenn ADPR beispielsweise von einer Nukleotidpyrophosphatase gespalten wird.
Dieses zeigte einen inhibierenden Effekt mit einer ICso (mittlere inhibitorische
Konzentration) von etwa 70 uM auf durch ADPR ausgeloste TRPM2 Strome (87).

Der synergistische Effekt liefS sich durch 500 uM AMP inhibieren. Ein ebensolcher,
synergistischer Effekt konnte auch mit 3 uM ADPR und 100 uM 8-Br-cADPR gezeigt werden.
Dabei wurde mit verschiedenen Proben von 8-Br-cADPR gearbeitet, von denen zwei diesen
Effekt nicht zeigten (87).

Wie beschrieben zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit kein TRPM2 Strom durch cADPR.
Folglich war es nicht moglich, eine Konzentration unterhalb der Schwelle, die ausreicht um
TRPM2 zu aktivieren, zu verwenden. Stattdessen wurde ADPR ober- und unterhalb der
entsprechenden Schwellenkonzentration (75 uM bzw. 50 uM) mit und ohne zusétzliches
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cADPR verwendet, um TRPM2 zu aktivieren. Dabei konnte jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den Messungen mit der gleichen ADPR-Konzentration mit oder ohne
cADPR festgestellt werden, sodass ein synergistischer Effekt von ADPR und cADPR nicht
bestatigt werden konnte.

Des Weiteren beobachteten Kolisek und Mitarbeiter mit dem Derivat 8-Br-cADPR eine
spezifische Inhibition der durch cADPR ausgelosten Aktivierung von TRPM2. Bei der
Aktivierung durch ADPR zeigte sich kein inhibierender Effekt von 8-Br-cADPR, allerdings
verkiirzte sich die Zeit bis zur maximalen Stromstarke (87).

Da sich in dieser Arbeit jedoch cADPR nicht als TRPM2 Agonist erwies, kann 8-Br-cADPR
kein spezifischer Antagonist dafiir sein. Dies warf die Frage auf, ob und welchen Effekt 8-
Br-cADPR stattdessen zeigt. Dabei konnte eine Inhibition durch 1 mM 8-Br-cADPR
beobachtet werden, wobei die Konzentration zehnfach hoher lag, als die von Kolisek und
Mitarbeitern verwendete. Unter den gewdhlten Versuchsbedingungen war die gemessene
Inhibition durch 1 mM 8-Br-cADPR war mit der durch 1 mM 8-Br-ADPR vergleichbar.

Togashi und Kollegen zeigten durch fluorimetrische Messungen der Ca?-Konzentration,
dass es in TRPM2 exprimierenden HEK-293 Zellen zu einer Erhdhung der cytosolischen
Calciumionenkonzentration kommt, wenn die Temperatur von Raumtemperatur auf 40°C
erhoht wird. Dieser Calciumioneneinstrom wurde nicht mehr beobachtet, als
calciumionenfreies extrazelluldares Medium verwendet wurde sodass es sich dabei um
Calciumionen aus dem extrazellularen Medium, nicht aus den intrazellularen Speichern
handeln musste. In Patch Clamp Experimenten zeigten sie TRPM2 Strome als Reaktion auf
die Erwarmung der Badlosung von 1°C pro Minute, die ihr Maximum im Bereich von 35.5
bis 37°C hatten. In weiteren Experimenten wurde tiber die Patchpipette ADPR infundiert,
und die Temperatur so lange erhoht, bis es zu einer Inaktvierung kam. Dabei kam es
wahrend der Hitzerampen zu deutlich starkeren Stromen als vor deren Einsetzen (88).

Im Vergleich dazu konnten sie bei Raumtemperatur zwar keine Reaktion auf
100 uM cADPR messen, diese jedoch durch die zusatzliche Erwarmung der Zellen
hervorrufen. Eine TRPM2 Mutante ohne NUDT9H Domaéne zeigte diesen Effekt jedoch
nicht, was die Autoren veranlasste, die Hypothese zu formulieren, dass cADPR f{iber die
NUD9H Domane auf TRPM2 wirkt. In RIN-5F, einer Ratten-Insulinom-Zelllinie mit
endogener TRPM2 Expression, zeigte sich ein vergleichbarer Effekt, bei dem die
Kombination von 100 puM cADPR und Temperaturen tiber 34°C aber unter 42°C ebenfalls
Strome hervorrief, der durch TRPM2 siRN A unterdriickt werden konnte (88).

Um die Rolle der Temperatur bei der Aktivierung von TRPM2 durch cADPR zu
untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit Ganzzellableitungen bei 37°C durchgefiihrt,
bei denen jeweils ADPR, cADPR oder Puffer in TRPM2 exprimierende HEK-293 Zellen
infundiert wurde. Dabei wurde beobachtet, dass es sowohl zu einem leicht erhohten Strom
durch die Temperatur allein kam, da auch bei der Gabe von Puffer erhohte Stromstarken im
Vergleich zur Raumtemperatur gemessen wurden.

Dies konnte die Beobachtungen von Togashi und Kollegen bestatigen, jedoch auch durch
einen TRPM2-unabhéngigen Effekt wie beispielsweise die hohere Beweglichkeit der Ionen
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bei hoherer Temperatur erklarbar sein. Eine Aktivierung von TRPM2 durch cADPR konnte
jedoch auch bei 37°C nicht nachgewiesen werden.

Gegenteilige Beobachtungen zu den zuvor verdffentlichten Ergebnissen, dass es sich bei
cADPR unter den entsprechenden Umstanden um einen TRPM2 Agonisten handelt,
wurden von Téth und Csanddy gemacht, die Oocyten des Krallenfrosches Xenopus laevis
zur Expression von hTRPM2 verwendeten und dieses in Inside-Out-Patches untersuchten.
In ihren Experimenten konnten sie keinen inhibierenden Effekt von 200 uM AMP auf
ADPR-induzierte TRPM2 Strome zeigen, egal ob AMP direkt appliziert oder die TRPM2-
Membran-Patches damit bereits vorinkubiert wurden, bevor ADPR zugesetzt wurde (90).
Dies steht im Gegensatz zu der Untersuchung von Kolisek und Mitarbeitern, die eine
Inhibierung von TRPM2 durch AMP mit einer ICso (mittlere inhibitorische Konzentration)
von etwa 70 uM beobachteten (87), deckt sich hingegen mit den Beobachtungen von Moreau
und Kollegen, die in Ganzzellableitungen in TRPM2 exprimierenden Zellen ebenfalls keine
Inhibition durch AMP beobachteten (91).

In Experimenten mit kommerziell erhaltlichem cADPR wurde zwar zundchst eine
Aktivierung der Kanile, jedoch kein synergistischer Effekt mit ADPR beobachtet und eine
massenspektrometrische Untersuchung ergab, dass die cADPR Proben mit etwa 50 % ADPR
kontaminiert waren. Dies liefs darauf schliefSen, dass der Effekt, der bei der Gabe von cADPR
beobachtet wurde, auf ADPR zuriickzufithren war. Daher nutzten Toth und Csanady
Nukleotidpyrophosphatase, die ADPR in AMP und Ribose-5-phosphat spaltet. Da sie
weder fiir AMP noch fiir Ribose-5-phosphat einen Effekt auf TRPM2 beobachteten, konnte
nach der Filtration zur Entfernung der Nukleotidpyrophosphatase cADPR ohne ADPR
verwendet werden, um den tatsachlichen Effekt von cADPR ohne ADPR-Kontamination
auf TRPM2 zu untersuchen. Unter diesen Bedingungen konnte nun weder eine Aktivierung
von TRPM2 durch cADPR beobachtet werden, noch lief sich der synergistische Effekt von
cADPR und ADPR bestatigen (90).

Als mogliche Erklarung fiir die beobachteten Effekte von cADPR und AMP in
Ganzzellableitungen weisen die Autoren darauf hin, dass die unterschiedlichen
Adeninnukleotide in einem metabolischen Netzwerk um ADPR stehen, also
Stoffwechselprodukte voneinander sind. Durch das Vorhandensein von =zelluldren
Enzymen in den Zellen, an denen die Ganzzellableitungen durchgefiihrt werden, kénnten
die Nukleotide weiter umgewandelt werden, sodass die beobachteten Effekte anderen
Stoffwechselprodukten zuzuschreiben sind. Im Fall von cADPR war die kommerziell
erhaltliche Substanz zudem mit ADPR verunreinigt, was die Aktivierung von TRPM2 durch
das enthaltene ADPR erklaren wiirde. Zudem ist die Aktivierung von TRPM2 abhangig von
der Konzentration der Calciumionen und cADPR ist als Calciumionen mobilisierender,
sekundarer Botenstoff bekannt. Der synergistische Effekt besteht daher moglicherweise
nicht zwischen ADPR und cADPR, sondern zwischen ADPR und den durch cADPR
hinzugekommenen Calciumionen. Dieser Effekt konnte beispielsweise vermittels des
Ryanodinrezeptors auftreten (90).
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Die Verunreinigung von kommerziell erhidltlichem cADPR mit ADPR konnte auch
innerhalb der hiesigen Arbeitsgruppe mittels HPLC bestatigt werden, wobei die Substanz
von Biolog nur einen relativ kleinen Anteil dieser Verunreinigung enthielt (1 mM
eingesetztes cCADPR enthielt etwa 20 uM ADPR). Fiir die durchgefiihrten Experimente
wurde das relativ wenig verunreinigte ADPR verwendet, wobei die enthaltene Menge unter
der gewahlten Versuchsbedingungen offenbar nicht ausreichte, um TRPM2 zu aktivieren.
Es zeigte sich ein leichter, wenn auch nicht signifikanter Trend zu hoheren Stromstarken bei
hoheren cADPR und damit hoheren ADPR-Konzentrationen, sodass zu vermuten steht,
dass eine noch hohere eingesetzte cADPR-Konzentration mit der entsprechend erhchten
ADPR-Konzentration auch zu einer Aktivierung von TRPM2 durch das enthaltene ADPR
gefiihrt hatte.

In den durchgefiihrten Experimenten konnte nicht nur die Beobachtung von Téth und
Csanady bestdtigt werden, dass es keinen synergistischen Effekt zwischen ADPR und
cADPR gibt. Da sich dieser in Ganzzellableitungen mit reduzierter Pufferung der
Calciumionen nicht zeigt, kann zudem die Hypothese verworfen werden, der Effekt
bestiinde statt mit cCADPR mit den von cADPR mobilisierten Calciumionen.

Dies steht offenbar im Widerspruch zu den Ergebnissten von Yu und Mitarbeitern, die die
Aktivierbarkeit von TRPM2 durch ADPR und selbst-synthetisiertes bzw. gereinigtes cADPR
untersuchten und wunter ihren Versuchsbedingungen eine EGCso fiir cADPR bei
Raumtemperatur von etwa 250 uM fanden. Zudem konnten sie eine Aktivierung der
TRPM2-Kanale mit 10 uM cADPR bei 37°C demonstrieren (93).

Allerdings zeigt sich in der Massenspektrometrie des von dieser Gruppe verwendeten
cADPR ein Peak, den die Autoren als cADPR und Wasser deklarieren, bei dem es sich aber
ebenso um ADPR handeln konnte (93), sodass auch hier die Moglichkeit besteht, dass die
Aktivierung des Kanals nicht auf cADPR, sondern auf die Verunreinigung mit ADPR
zuriickzufiihren ist.

Nachdem die Struktur von TRPM2 sowohl in Gegenwart von ADPR als auch von 8-Br-
cADPR mittels EM gel6st wurde, wurde auch die Frage, ob cADPR als TRPM2 Agonist
fungieren kann, neu aufgerollt:

Huang und Kollegen stellten die Bindung von ADPR sowohl in der MHR1/2 als auch in der
NUDT9H Domaéne des hTRPM?2 fest, wahrend sie 8-Br-cADPR nur in der MHR1/2 Doméne
fanden. Dabei band ADPR in der NUDT9H Domane in einer ausgestreckten Konformation,
wahrend es in der MHR1/2 Domaéne hufeisenférmig vorlag — einer Konformation, die
cADPR und 8-Br-cADPR &dhnelt (92).

Eine Bindung von cADPR und 8-Br-cADPR an die isolierte MHR1/2 Domane aus drTRPM2
konnte von Simon Sander in isothermaler Titrationskalorimetrie nicht bestatigt werden,
wahrend die endotherme Bindung von ADPR (kp=2,2 uM + 1,1 uM, n=3) und 8-Br-ADPR
(kp=1,4 uM + 0,5 M, n=3) deutlich messbar war (110). Betrachtet man jedoch die grofsere
Ahnlichkeit von drTRPM2 und hTRPM2 zueinander und die Hypothese, dass es eine
evolutiondre Veranderung der Bedeutung der Bindungsstellen gab, durch die sich die
beiden Kandle von nvTRPM2 unterscheiden (70), kann man spekulieren, dass diese
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Ergebnisse auf den humanen Kanal tibertragbar sein konnten. Dies muss jedoch nicht
zwangsldufig der Fall sein, da sich die Orthologe durchaus in einigen Aspekten
unterscheiden und beispielsweise erst kiirzlich gezeigt wurde, dass 2dADPR zwar fiir den
humanen Kanal als Superagonist fungiert, jedoch nicht zu einer signifikant starkeren
Aktivierung von drTRPM2 fiihrt (117).

Wahrend auf der einen Seite die Nukleotidbindungsstelle in der MHR1/2 Domaéne als
Bindungsstelle fiir cADPR diskutiert wurde, brachten Yu und Mitarbeiter auch die
Moglichkeit auf, dass es an die Bindungsstelle in der NUDT9H Domane binden konnte: eine
Molekiil-Dynamik-Simulation mit einem Homologie-Modell der NUDT9H-Doméne und
ADPR bzw. cADPR tiber 15 ns weist auf eine dahnliche, direkte Interaktion der beiden
Molekiile mit elf Aminosdauren von TRPM2 hin, wahrend sich die Interaktion der Liganden
an den Aminosauren H1346 (Histidin), T1347 (Threonin) und E1404 (Glutamat) unterschied
(93). Die in E. coli exprimierte und gereinigte NUDT9H Domaéne war in wassriger Losung
nicht stabil, weshalb sie in einer Losung mit einem Detergenz verwendet wurde, um mittels
Oberflachenplasmonenresonanz eine Bindung von ADPR (ko =70,2 uM + 10,0 uM) und von
cADPR (ko = 11,5 uM * 5,8 uM) an die NUDT9H Domaéne zu zeigen (93). Dass hier eine
verhdltnismafliig schwache Bindung von ADPR und eine stdrkere Bindung von cADPR
gemessen wurde, ist eine interessante Beobachtung, inwieweit diese in Gegenwart von
Detergenz gemachte Messung allerdings auf physiologische Umstande tibertragbar ist, lasst
sich nicht mit Gewissheit sagen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse legen nahe, dass cADPR unter den gewahlten
Versuchsbedingungen (bei 37°C mit NMDG" in der Badlosung und intrazelluldrer
Pufferung der Calciumionen durch 10 mM EGTA, bei Raumtemperatur sowohl mit NMDG*
oder Na* in der Badlosung und bei intrazellularer Pufferung der Calciumionen mit 10 mM
oder 100 uM EGTA) nicht in der Lage ist TRPM2 zu aktivieren. Dies stiitzt die Annahme,
dass sich bei den ersten Beobachtungen der Gruppen um Kolisek (87) und Togashi (88)
tatsachlich nur um Artefakte aus der Verunreinigung von cADPR mit ADPR handelt, wie
Heiner und Kollegen, T6th und Csanady beschrieben haben (89, 90). Diese Verunreinigung
konnte auch bei Yu und Kollegen vorliegen, wenn man die Daten ihrer
massenspektrometrischen Analyse betrachtet. Dort zeigt sich ein Peak, den die Autoren als
cADPR und Wasser deklarieren, bei dem es sich aber ebenso um ADPR handeln konnte (92).

Zudem konnen 8-substituierte cADPR-Derivate wie 8-Br-cADPR von zellularen Enzymen
zu ihren entsprechenden ADPR-Derivaten hydrolysiert werden (118, 119). Dies wiirde zum
einen erkldren, warum sich eine Inhibition von TRPM2 mit beiden Substanzen zeigt,
wahrend in der isothermalen Titrationskalorimetrie zwar eine Bindung von 8-Br-ADPR aber
nicht von 8-Br-cADPR an die drMHR1/2 Doméane messbar ist. Zum anderen ware es
auflerdem moglich, dass es sich bei der Substanz, die in der EM-Struktur als 8-Br-cADPR
identifiziert wurde (91), eigentlich um 8-Br-ADPR handelt, welches ebenfalls in einer
Hufeisenform an die Nukleotid-bindungsstelle in der MHR1/2 Domaéne bindet, wie es
ADPR tut, da die Auflosung der Struktur nicht so hoch ist, das der Unterschied zwischen
beiden zweifelsfrei erkennbar ware.
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5.3 Die Rolle von IDPR und cIDPR

Nachdem Lin und Kollegen gezeigt haben, dass IDPR ein Substrat von NUDT9 ist (120),
haben Kiithn und Mitarbeiter gezeigt, dass es auch als Ligand fiir nvTRPM2 und hTRPM2
fungiert. Dabei zeigte sich, dass eine nvTRPM2 Mutante ohne die NUDT9H-Domane nicht
durch IDPR aktiviert wurde (113), obwohl die Aktivierung dieser Mutante durch ADPR
bereits bekannt war (65). Dies spricht dafiir, dass die Aktivierung von nvIRPM2 durch
ADPR iiber die MHR1/2 Domaéne vermittelt wird, wahrend fiir die Aktivierung durch IDPR
(auch) die NUDT9H-Domane notwendig ist.

Daher erschien es sinnvoll, IDPR und N1-cIDPR zu verwenden, um die Beobachtungen zur
Wirkung von cADPR weiter zu untermauern, da es sich bei N1-cIDPR um ein Analogon zu
cADPR handelt, welches innerhalb der Zelle nicht zu IDPR hydrolysiert wird (121).
Allerdings konnte die Wirkung von IDPR auf TRPM2 in Ganzzellableitungen mit
kommerziell erhaltlichem IDPR nicht bestdtigt werden, wahrend das IDPR, welches von
Prof. Potter zur Verfiigung gestellt und auch in der Verotffentlichung von Kithn und
Mitarbeitern verwendet wurde, in einem Teil der Zellen einen Strom hervorrief.

Dabei wurde 1 mM IDPR verwendet.

Kiihn und Kollegen beschreiben, dass hTRPM2 nur in einigen Zellen von 600 uM IDPR
aktiviert werden konnte, wahrend 1 mM eine robuste Antwort hervorrief (113). Da im
Rahmen dieser Arbeit nur einige Zellen auf die Infusion von 1 mM IDPR (Potter) reagierten,
aber in diesen Zellen durchaus deutliche Reaktionen messbar waren, ware es moglich, dass
unter den verwendeten Versuchsbedingungen eine noch hohere IDPR-Konzentration notig
gewesen ware, um eine robuste Reaktion der Zellen zu erhalten.

In der Untersuchung der beiden Proben unterschiedlicher Herkunft mittels HPLC zeigte
sich, dass in der IDPR-Probe aus dem Labor von Prof. Potter eine zweite Substanz zu
detektieren war (Retentionszeit 4,86 min). Der Anteil dieses Peaks an der Gesamtflache
machte knapp 3 % aus. Da die Identitat und der Absorptionskoeffizient dieser
Kontamination nicht bekannt sind, kann nicht direkt auf die Menge geschlossen werden.
Wenn es sich dabei jedoch um einen TRPM2 Agonisten handelt, konnte dies ein
Anhaltspunkt fiir sein, wie es zu der unterschiedlichen Reaktion der Zellen auf die beiden
IDPR-Praparationen kommt.

5.4 Das TRPM2 Reportersystem

Um den Calciumioneneinstrom durch TRPM2 in mobilen Zellen zu messen, ist die Patch
Clamp Methode ungeeignet, da die Zelle sich dafiir fest an der Glaspipette mit der
intrazelluldaren Elektrode befinden muss und insbesondere die Ganzzellableitung
ermOglicht keine raumliche Auflésung, um polare Zellen wie Epithel- oder Endothelzellen
oder migrierende Zellen sinnvoll zu untersuchen, wiahrend die Untersuchung einzelner
Membranflecken von verschiedenen Stellen der Zelle ausgesprochen aufwendig ist. Ebenso
ist die Messung mithilfe von in die Zelle aufgenommenen Fluoreszenzfarbstoffen nicht
optimal, da hier nur die Calciumionenkonzentration im Zellplasma gemessen werden kann,
ohne einen Indikator durch welchen Kanal das Calcium eintritt, oder ob es nicht stattdessen
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aus den intrazelluldren Speichern stammt. Daher wére es niitzlich, ein System zu haben, das
den Calciumioneneinstrom iiber den Ionenkanal direkt optisch darstellen kann.

Dies ist bereits fiir den speicherabhdngigen Calciumionenkanal Orail gelungen, indem ein
Fusionsprotein aus G-GECO1 und Orail hergestellt wurde (101). Die Verwendung eines
solchen Fusionsproteins mit TRPM2 war leider nicht moglich, da dies in anderen
Membranen als der Plamamembran zu finden war, und Zellen, die dieses Konstrukt
exprimierten im Gegensatz zu Zellen mit TRPM2 wt auf oxidativen Stress durch
Wasserstoffperoxid nicht mit einem fluorimetrisch detektierbaren Calciumioneneinstrom
reagierten (personliche Mitteilung von Frederike Kulow und Ralf Fliegert). Deshalb wurde
stattdessen ein alternativer Ansatz gewahlt:

TRPM2 wurde von Frederike Kulow mit einem ALFA-tag versehen, der in
unterschiedlichen Konstrukten C-terminal oder N-terminal direkt an die hTRPM2 Sequenz
kloniert oder iiber ein Verbindungspeptid mit dieser zusammengefiigt wurde. Im gleichen
Plasmid, das fiir das markierte TRPM2 kodiert, befindet sich zudem eine Sequenz fiir ein
Fusionsprotein. Dieses besteht aus einem Intrabody, der den ALFA-tag bindet und einem
G-GECO-Protein. Dabei wurden das Protein GECO1.2 mit einer ko von 1,15 uM fiir
Calciumionen (122) verwendet.

Es zeigte sich bei dem Konstrukt mit C-terminal angefiigtem ALFA-tag kein signifikanter
Strom als Reaktion auf ADPR, wiahrend die Kandle mit N-terminalem ALFA-tag
Stromstarken zeigten, die sich nicht signifikant von denen des Wildtypkanals unterschieden.
Somit ist erstmals der Nachweis gelungen, dass es moglich ist, ein Epitop N-terminal an
hTRPM2 anzuhédngen, ohne dass die Funktion des Kanals beeintrachtigt wird.

Zum Nachweis, dass das Konstrukt als Reportersystem funktioniert, waren
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen notwendig. Unter Zuhilfenahme von
Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie wurden zunéchst die Pufferbedingungen hinsichtlich
der Calciumionen-Pufferung durch EGTA optimiert. In Ganzzellableitungen mit einem
intrazelluldaren Puffer mit 100 uM EGTA ohne Nukleotid wurde keine Fluoreszenz
beobachtet. Die Aktivierung der Kandle mit ADPR im gleichen Puffer rief sowohl einen
signifikanten Strom als auch eine deutlich sichtbare Fluoreszenz hervor. Das Intrabody-
GECO-Konstrukt mit N-terminalem ALFA-tag am hTRPM2 ist somit als Reportersystem
einsetzbar.

5.6 Ausblick

5.6.1 Zur Offnung von TRPM2 werden beide Nukleotidbindungsstellen benétigt

In Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl die Bindungsstelle fiir Nuk-
leotide in der MHR1/2 Doméne als auch in der NUDT9H Doméne fiir das Offnen von
hTRPM2 mittels ADPR und 2dADPR gleichermafien notwendig sind. Dies unterscheidet
den humanen Kanal deutlich von nvTRPM2. Auf diese Art konnte gezeigt werden, dass der
superagonistische Effekt von 2dADPR nicht auf einer unterschiedlichen Praferenz der Bin-
dungsstellen zu den Nukleotiden beruht.
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5.6.2 cADPR ist kein TRPM2 Agonist

Die Frage, ob es sich bei cADPR um einen TRPM2 Agonisten handelt, wird bereits seit
17 Jahren kontrovers diskutiert. Im Rahmen dieser Arbeit konnten deutliche Hinweise da-
rauf erbracht werden, dass dies nicht der Fall ist, indem gezeigt wurde, dass cADPR unter
verschiedenen Versuchsbedingungen nicht in der Lage ist TRPM2-Strome hervorzurufen.
Auch ein synergistischer Effekt mit ADPR (oder moglicherweise dem von cADPR mobili-
sierten Ca?*) konnte in Ganzzellableitungen beobachtet werden.

Zudem konnte demonstriert werden, dass 8-Br-cADPR nicht, wie bisher in der Literatur
beschrieben ausschliefilich TRPM2 Strome inhibiert, die durch cADPR hervorgerufen wer-
den. Stattdessen konnten auch durch ADPR hervorgerufene Strome durch die Verwendung
von 1 mM 8Br-cADPR inhibiert werden.

5.6.3 Das Intrabody-basierte Reportersystems

Es wurde ein Reportersystem etabliert, welches die fluoreszenzbasierte Untersuchung des
Calciumioneneinstroms durch TRPM2 in mobilen Zellen ohne die Beladung mit niedermo-
lekularen Fluoreszenzfarbstoffen ermoglicht und dabei erstmalig gezeigt, dass es moglich
ist, ein Epitop N-terminal an den Kanal anzuhdngen, ohne seine Funktion zu beeintrachti-
gen.

Dadurch wird in Zukunft eine raumlich aufgeloste Beobachtung der TRPM2 Aktivitat in
mobilen oder polaren Zellen ermoglicht.
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7 Gefahrenstoffe

7.1 Gefahrenstoffe und ihre GHS-Zuordnung

Tabelle 7.1: Gefahrenstoffe und ihre GHS-Zuordnung

Gefahrenstoff H-Sitze P-Sitze
2'-deoxy-ADPR Nicht vollstandig untersuchter Stoff
2-APB H302 P261
H315 P264
H319 P270
H335 P271
P280
P301+312
P302+352
P304+340
P305+351+338
P312
P321
P330
P332+313
P337+313
P362
P405
P501
8-Br-ADPR Nicht vollstandig untersuchter Stoff
8-Br-cADPR H315 P261
H319 P302+352
H335 P305+351+338
ADPR H315 P261
H319 P264
H335 P271
P280
P302+352
P305+351+338
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Bradford Reagenz H290 P264
H314 P270
H370 P271
P260
P280
P234
P304+340
P303+361+353
P305+351+338
P330+331
P405
P403
P406
P402
cADPR Nicht vollstandig untersuchter Stoff
Calciumchlorid H319 P305+351+338
cIDPR Nicht vollstandig untersuchter Stoff
DTT H302 P261
H315 P305+351+338
H319
H335
EDTA H319 P280
H332 P304+340
H373 P312
P305+351+338
P337+313
Essigsaure H226 P210
H314 P280
P301+330+331
P303+361+353
P305+351+338
G418 H317 P261
H334 P280
P342+311
JetPEI Losung H319 P264
H315 P280
P302+352
P305+351+338
P332+313
P362
Kanamycin H360d P260
P308+313
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Mangan(II)-chlorid H301 P273
H318 P280
H373 P301+310+330
HA411 P305+351+338+310
P314
Methanol H225 P210
H301+311+331 P233
370 P280
P301+310
P303+361+353
P304+340+311
MOPS H315 P261
H319 P305+351+338
H335
N1-cIDPR Nicht vollstandig untersuchter Stoff
PB-ADPB-RA¢ Nicht vollstandig untersuchter Stoff
Penicillin/Streptomycin | H302 P260
H317 P270
H334 P302+352
H361d P308+311
P501
SDS H228 P210
H302+332 P261
H315 P280
H318 P302+352
H335 P305+351+338
H412
Tetracyclin H302 P301+312
H315 P302+352
H361d P308+313
H362
Tris H315 P261
H319 P305+351+338
H335
Trypanblau H350 P201
P308+313
Wasserstoffperoxid H271 P280
H302 P305+351+338+310
H314
H332
H335
H412
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7.2 H- und P-Satze

Physikalische Gefahren

H225: Gefahr der Massenexplosion bei Feuer.

H226: Gefahr durch Feuer, Druckstofs oder Sprengstiicke; erhohte Explosionsgefahr, wenn
das Desensibilisierungsmittel reduziert wird.

H271: Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.

H290: Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

Gesundheitsgefahren

H301: Giftig bei Verschlucken.

H301+311+331: Giftig bei Verschlucken, Hautkontakt und beim Einatmen.
H302: Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

H302+332: Gesundheitsschadlich beim Verschlucken und Einatmen.

H314: Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.
H315: Verursacht Hautreizungen.

H317: Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H318: Verursacht schwere Augenschaden.

H319: Verursacht schwere Augenreizung.

H332: Gesundheitsschadlich bei Einatmen.

H334: Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden
verursachen.

H335: Kann die Atemwege reizen.

H350: Kann Krebs erzeugen

H360d: Kann das Kind im Mutterleib schadigen.

H361d: Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.

H362: Kann Sauglinge tiber die Muttermilch schadigen.

H370: Schadigt die Organe

H371: Kann die Organe schadigen

H373: Kann bei langerer oder wiederholter Exposition die Organe schadigen

Umweltgefahren
HA411: Giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
HA412: Schadlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Pravention

P201: Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P210: Von Hitze, heiflfen Oberflaichen, Funken, offenen Flammen sowie anderen
Zindquellenarten fernhalten. Nicht rauchen.

P233: Behalter dicht verschlossen halten.

P234: Nur in Originalverpackung aufbewahren.

P260: Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht einatmen.

P261: Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden.

P264: Nach Gebrauch Hande/Haut griindlich waschen.
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P270: Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

P271: Nur im Freien oder in gut beliifteten Raumen verwenden.

P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280: Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.

Reaktionen

P301+310: BEI VERSCHLUCKEN: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/...
anrufen.

P301+310+330: BEI VERSCHLUCKEN: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/...
anrufen und Mund ausspiilen.

P301+312: BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/... anrufen.

P301+312+330: BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein
GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/... anrufen und Mund ausspiilen.

P302+352: BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: Mit viel Wasser/... waschen.
P303+361+353: BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle kontaminierten
Kleidungsstiicke sofort ausziehen, Haut mit Wasser abwaschen [oder duschen].

P304+340: BEIM EINATMEN: Die Person an die frische Luft bringen und fiir ungehinderte
Atmung sorgen.

P304+340+311: BEIM EINATMEN: Die Person an die frische Luft bringen und fiir
ungehinderte Atmung sorgen, GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/... anrufen.
P305+351+338: BEl BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang vorsichtig mit
Wasser ausspiilen. Evtl. vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter
ausspiilen.

P305+351+338+310: BEl BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang vorsichtig
mit Wasser ausspiilen. Evtl. vorhandene Kontaktlinsen nach Mdéglichkeit entfernen. Weiter
aussptilen. Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/... anrufen.

P308+313: BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe
hinzuziehen.

P308+311: BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P312: Bei Unwohlsein GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt/... anrufen.

P314: Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.

P321: Besondere Behandlung Erste Hilfe Anweisungen beachten.

P330: Mund ausspiilen.

P330+331: Mund ausspiilen, KEIN Erbrechen herbei fiihren.

P332+313: Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe hinzuziehen.
P337+313: Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe
hinzuziehen.

P362: Kontaminierte Kleidung ausziehen.
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Aufbewahrung

P402: An einem trockenen Ort aufbewahren.

P403: An einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P405: Unter Verschluss aufbewahren.

P406: In korrosionsbestandigem Behalter aus Edelstahl mit resistenter, innerer
Beschichtung aufbewahren

Entsorgung

P501: Inhalt/Behélter zugelassener Miillentsorgungsstelle zufiihren.

7.3 Entsorgung

Alle verwendeten Chemikalien wurden den GHS Gefahren- und Sicherheitshinweisen
entsprechend verwendet. LoOsungsmittel und kontaminierte Abfdlle wurden in
gekennzeichneten Gefdfien gesammelt und den Sicherheitshinweisen entsprechend
entsorgt. Genetisch veranderte Organismen wurden nach dem Gentechnikgesetz behandelt
und vor ihrer Entsorgung autoklaviert.
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