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Abkürzungsverzeichnis 

2-APB   2-Aminoethyldiphenylborinat 

AchR   Acetylcholin-Rezeptor 

AGS   humane Magen-Adenokarzinomazellen 

ALS    Amyotrophe Laterale Sklerose 

ATP   Adenosintriphosphat 

CA1   Cornu Ammonis 1 

EC50   mittlere effektive Konzentration 

GPCR   G-Protein-gekoppelter Rezeptor 

HEK293  humane embryonale Nierenzellen 293 

IC50   mittlere inhibitorische Konzentration 

MBP   Myelin-basisches Protein 

MCF-7   Michigan Cancer Foundation 7-Zellen 

MP   Morbus Parkinson 

NGF   Nervenwachstumsfaktor 

PIP2   Phophatidylinositol-4,5-bisphosphat  

PLC   Phospholipase C 

rat RBL   ratten basophile Leukämie-Zellen 

Ser   Serin 

SHR   Spontan hypertensive Ratten 

SK-Kanal  Small conductance calcium-activated potassium channels 

SOCE   Speicher abhängiger Ca2+-Einstrom 

Thr   Threonin 

TRPM   Protein kodiert durch TRPM Gene  

Trpm6   Maus Gene 

TRPM6   Humane Gene 

TRPM7   Protein kodiert durch TRPM7 Gen 

Trpm7   Maus Gene 

TRPM7   Humane Gene 

VSMC   vaskuläre glatte Muskelzellen 

WKY   Wistar-Kyoto-Ratten 
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α-Kinase  Atypische Kinase 

qRT-PCR  quantitative Echtzeit-PCR 
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Einleitung 

Struktur der TRPM7 Kanalkinase 

Das Gen human transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 7 (TRPM7) 

ist auf dem Chromosom 15q21.2 lokalisiert. Es besteht aus 39 Exons und kodiert ein Protein 

von 1865 Aminosäuren (Schmitz et al., 2005). Strukturell findet sich in dem TRPM7-Protein 

eine N-terminal gelegene, Ionenkanal bildende Domäne, fusioniert mit einer C-terminal 

gelegenen Kinasendomäne. Diese Proteinstruktur ermöglicht eine Bifunktionalität, welche 

lediglich bei einem weiteren Säugetiergen, dem zur gleichen Genfamilie gehörenden Gen 

und TRPM6 bekannt ist (Fleig and Chubanov, 2014; Perraud et al., 2001; Schlingmann et al., 

2002; Walder et al., 2002). TRPM2 zeigt eine ähnliche Struktur, weist jedoch im Gegensatz zu 

TRPM7 und TRPM6 eine Nudix-Enzym Region anstatt einer Kinasendomäne auf (Kuhn and 

Luckhoff, 2004). 

TRPM7 strukturiert sich von N- nach C-terminal beginnend mit vier Melastin-Untereinheiten 

(M1-M4), an die sich sechs putative transmembranäre Helixsegmente (S1-S6) anschließen 

(Fleig and Chubanov, 2014; Nadler et al., 2001). Die Porenregion wird zwischen S5 und S6 

vermutet. Die TRP-Box findet sich im Anschluss an S6. Diese TRP-Box ist als hochkonservierte 

Sequenz Bestandteil der meisten TRP-Proteine (Fleig and Chubanov, 2014; Venkatachalam 

and Montell, 2007). C-terminal findet sich eine coiled coil (CC) Domäne. Sie übernimmt 

mutmaßlich Funktionen bei der Steuerung der Kanalzusammensetzung und dem 

Proteintransport. Es schließt sich eine Substratbindedomäne (SD) an, welche an eine 

atypische Serin/Threonin α-Kinasedomäne grenzt (Fleig and Chubanov, 2014; Fujiwara and 

Minor, 2008) (Abb. 1). 

Es wird angenommen, dass sich zur Ausbildung einer funktionalen Quartärstruktur jeweils 

vier TRPM7-Proteine zu einem tetrameren Proteinkomplex anlagern (Fleig and Chubanov, 

2014). Diese Komplexierung wird bei allen TRP-Proteinen vermutet und scheint strukturelle 

Ähnlichkeiten zu spannungsabhängigen K+-Kanälen aufzuweisen (Chubanov et al., 2007; Jiang 

et al., 2003; Mederos y Schnitzler et al., 2008; Paravicini et al., 2012).
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Abb. 1: Schematischer Aufbau des TRPM7-Proteins an der Zellmembran mit extrazellulärem (extra) und intrazellulärem 

(intra) Bereich, Melastin-Untereinheiten 1-4 (M), hydrophober Region (H), transmembranären Segmenten 1-6 (S), TRP-

Domäne (TRP), coiled coil-Domäne (CC), Substratbindedomäne (SD) und α-Kinase (Kinase) 

 

Biophysikalische Charakteristika des TRPM7 Kanals 

TRPM7 zeigt ein komplexes biophysikalisches Verhalten, welches der Kanalkinase seine 

außergewöhnliche Bifunktionalität ermöglicht. Die Kanalfunktion zeichnet sich unter 

hyperpolarisierten Potentialen durch ihre Selektivität für divalente Kationen aus (Monteilh-

Zoller et al., 2003; Nadler et al., 2001). Die Strom-Spannungs-Kurve wird durch ein 

Umkehrpotential bei 0 mV und einer Rektifizierung der Auswärtsströme bei depolarisierten 

Potentialen charakterisiert (Abb. 2). Diese Eigenschaft wird durch eine spannungsabhängige 

Permeabilitätsblockade durch extrazelluläre divalente Kationen, hauptsächlich Ca2+ und 

Mg2+, bedingt (Kerschbaum et al., 2003; Nadler et al., 2001). In Divalent-freien Konditionen 

findet sich dementsprechend eine über das Umkehrpotential fortgeleitete, lineare IV-

Relation (Fleig and Chubanov, 2014). 

TRPM7 ist unter negativen Potentialen selektiv für divalente Kationen durchlässig. Erst bei 

deutlich positiven Potentialen zeigt der Kanal eine Leitfähigkeit für monovalente 

Auswärtsströme (Nadler et al., 2001). Die Permeabilität des Kanals unterscheidet sich hierbei 

für die verschiedenen Ionen und stellt sich wie folgt dar: Z  ≈ Ni > Ba > Co > Mg > M  > Sr > 

Cd > Ca (Fleig and Chubanov, 2014; Li et al., 2006; Monteilh-Zoller et al., 2003). 

Die Permeabilität für Ca2+ und Mg2+ wird durch mehrere Aminosäuren der Proteinsequenz 

beeinflusst. Der Austausch der sauren Glutaminsäure an Position 1047 reduziert die 
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Permeabilität für divalente Kationen um bis zu 100 % (Li et al., 2007). Ein Austausch der 

Glutaminsäure 1047 zu Glutamin und Tyrosin 1049 zu Prolin führt hingegen zu linearisierten 

Strömen und dem Verlust der Ca2+-Leitfähigkeit (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Des 

Weiteren wurde nachgewiesen, dass Asparaginsäure 1054 und 1059 Einfluss auf den 

Permeabilitätsblock der divalenten Kationen nehmen (Numata and Okada, 2008). 

Freies, intrazelluläres Mg2+ ist der wichtigste regulatorische Faktor der Kanalaktivität (Fleig 

and Chubanov, 2014; Nadler et al., 2001). Ausführliche biophysikalische Experimente 

konnten zeigen, dass TRPM7 zwischen zwei Leitfähigkeitszuständen alterniert. Die 

Hauptkonfiguration ist hierbei umschrieben mit einer Leitfähigkeit von 39 pS neben einer 

weiteren bei 186 pS (Chokshi et al., 2012b). Beide Stadien sind durch Mg2+ reversibel 

blockierbar. Die Blockade wird hierbei über die Reduktion der Summe der aktiven Kanäle 

ausgeübt, anstatt über eine Senkung der Leitfähigkeit einzelner Kanäle (Chokshi et al., 

2012a).  

Bislang gibt es Hinweise auf zwei Mg2+-Bindestellen. Eine befindet sich in der Kinasedomäne, 

eine weitere in der Porendomäne (Schmitz et al., 2003). Die Bindungsaffinität des Proteins 

für Mg2+ und somit seine Sensitivität für eine Mg2+-Blockade wird durch unterschiedliche 

Faktoren beeinflusst, welche im Folgenden diskutiert werden (Fleig and Chubanov, 2014). 

Das Nukleotid Adenosintriphosphat (ATP) bildet einen intrazellulären Regulations-

Mechanismus der TRPM7-Kanalaktivität. Während Na-ATP einen aktivierenden Effekt auf den 

Kanal besitzt, inhibiert das natürlich vorkommende Mg-ATP seine Aktivität (Fleig and 

Chubanov, 2014; Nadler et al., 2001; Runnels et al., 2001). Es wird davon ausgegangen, dass 

ungebundenes ATP als Puffer fungiert und freie Mg2+-Ionen bindet, wodurch die durch Mg2+ 

vermittelte Blockade aufgehoben wird. TRPM7 besitzt in der Kinasedomäne eine separate 

Nukleotidbindestelle (K1648), an der Mg-ATP bindet und, unabhängig von freiem Mg2+, die 

Kanalaktivität inhibieren kann (Schmitz et al., 2003). Eine plausible Erklärung hierfür bietet 

das Vorhandensein eines zellulären Schutzmechanismus für die Regulation der TRPM7-

Aktivität bei variierenden zellulären Energiezuständen (Demeuse et al., 2006; Fleig and 

Chubanov, 2014). 

TRPM7 wird ebenfalls über einen Proteinkinase C(PLC)-abhängigen Signalweg reguliert (Park 

et al., 2014). So zeigten Versuche in HEK293-Zellen, in denen membranäres PIP2 über die 

Aktivierung von PLC verbraucht wurde, eine Inhibierung TRPM7-vermittelter Ionenströme 
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(Runnels et al., 2002).  

In einer sauren Umgebung mit pH-Werten unter 6 wird TRPM7 aktiviert (Monteilh-Zoller et 

al., 2003). Es wird davon ausgegangen, dass freie Protonen Mg2+-Bindestellen besetzen und 

somit der Mg2+-Block aufgehoben wird (Jiang et al., 2005). Unter pathophysiologischen 

Gesichtspunkten gewinnt dieser Vorgang eine besondere Bedeutung, da er eine Aktivierung 

der Kanalaktivität unter sauren Bedingungen, wie sie beispielsweise in minderperfundiertem 

Geweben vorzufinden sind, induziert (Fleig and Chubanov, 2014). 

 

 

Abb. 2: Exemplarische Strom(I)-Spannungs(V)-Kurve des TRPM7-Proteins in PatchClamp-Versuchen. Die Versuche wurden in 

Ganzzellkonfiguration durchgeführt. 

 

Physiologische und pathophysiologische Funktion des TRPM7 

TRPM7 wird ubiquitär in nahezu allen Geweben exprimiert (Fleig and Chubanov, 2014). Die 

Funktionen des Proteins sind nicht vollständig geklärt und Gegenstand aktueller Forschung. 

Eine wichtige Funktion zeigt sich in der Regulation der Ca2+- und Mg2+-Homöostase. 

Knockout-Versuche in Hühner-B-Lymphozyten (DT40) sowie in Maus-embryonalen 

Stammzellen (MES) führten in beiden Zelllinien zu einem Arrest der Zellproliferation. Dieses 

Defizit konnte in beiden Fällen überwunden werden, indem die Zellen höheren 

Magnesiumkonzentrationen ausgesetzt wurden (Fleig and Chubanov, 2014; Ryazanova et al., 

2010; Schmitz et al., 2003). Eine Erklärung hierfür wird in der Hochregulation alternativer 

Mg2+-Transporter als Ersatz für das nicht funktionale TRPM7 gesehen (Deason-Towne et al., 

2011; Kolisek et al., 2008; Sahni et al., 2007). Auch in der Regulation der systemischen Mg2+-

Homöostase spielt der Kanal eine wichtige Rolle. Eine heterozygote Mutation in der TRPM7-

Kinasedomäne in Mäusen führt zu einer systemischen Hypomagnesiämie. Es wird somit eine 

4
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Beteiligung des Kanals an der intestinalen Resorption von Mg2+-Ionen angenommen 

(Ryazanova et al., 2010). 

TRPM7 ist ein selektiver Kationenkanal für divalente Ionen. Die Eigenschaft, 

transmembranäre Calciumströme zu leiten, wird aktuell in einem pathophysiologischem 

Kontext gesehen. Einen Über li k gi t hier ei der Artikel „The pathophysiological role of 

TRPM7“ o  Park et al. (Park et al., 2014). So wurde eine Aktivierung des Kanals mit 

neuronalem Zelltod im Verlauf von ischämischen Schlaganfällen (Aarts et al., 2003) und mit 

der Entstehung von kardialem Vorhofflimmern (Du et al., 2010) in Verbindung gebracht.   

TRPM7 ist in der Funktion zytoskelletaler Zellbestandteile involviert. Eine Überexpression des 

Proteins in HEK293-Zellen führt zu einer Abrundung der Zellen und zum Verlust der 

Zelladhäsion (Nadler et al., 2001). Eine durch die TRPM7-Kinase eingeleitete Steigerung der 

intrazellulären Calziumkonzentration beeinflusst zudem die Actomyosin-Kontraktilität und 

Zelladhäsion (Clark et al., 2006; Park et al., 2014). 

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen der Kanalakivität und der 

Migrationsgeschwindigkeit von T-Lymphozyten nachgewiesen werden (Kuras et al., 2012).  

In Nervenzellen übernimmt TRPM7 verschiedene Funktionen. Es wurde ein Zusammenhang 

zwischen der Proteinfunktion und der Transmitterausschüttung in cholinergen Synapsen 

festgestellt. In sympathischen Neuronen wurde TRPM7 in synaptischen Vesikeln 

nachgewiesen, in denen es Komplexe mit Synapsin I und Synaptotagmin I bildet und als 

solche mit vesikulärem Snapin interagiert (Krapivinsky et al., 2006). 

Eine weitere Funktion des Proteins findet sich  bei der embryonalen Herzentwicklung. 

TRPM7 ist essenziell für die Proliferation des Myokards in frühen Entwicklungsstadien. Am 

reifen Herzen wurde eine indirekte Einflussnahme des Proteins auf die diastolische 

Membrandepolarisation und die Autonomie des Sinusknoten nachgewiesen (Sah et al., 

2013). 

Im Intestinaltrackt sind Cajal-Zellen die Vermittler zwischen Informationen des autonomen 

Nervensystem und der glatten Muskulatur des Intestinums. TRPM7 ist Bestandteil des 

Membrankomplexes der Cajal-Zellen und als solches beteiligt an der Vermittlung dieser 

Informationen (Kim et al., 2005).  

Als Regulator der zellulären Differenzierung und Proliferation nimmt TRPM7 Einfluss auf die 

Entstehung und Ausprägung verschiedener Krebserkrankungen und ist somit mögliches Ziel 

therapeutischer Interventionen (Sahni et al., 2010). Es konnte durch eine Reduktion der 



Einleitung 

 

12 

 

TRPM7-Expression die Proliferation in Zellen von Kopf-Hals-Karzinomen (Jiang et al., 2007) 

und Adenokarzinomen des Magendarmtraktes (Kim et al., 2008) unterdrückt werden. 

Zusätzlich konnte durch vergleichbare Interventionen in Zellen von Brustkrebs (Meng et al., 

2013), Lungenkrebs (Gao et al., 2011), Nasopharyngealkarzinomen (Chen et al., 2010b) und 

Pankreaskarzinomen (Rybarczyk et al., 2012) Einfluss auf die Malignität der Tumorzellen im 

Bezug auf Zellmigrations- und Invasionsverhalten genommen werden(Park et al., 2014). 

Erst kürzlich konnte eine Beteiligung des Proteins an der Thrombopoese nachgewiesen 

werden. Eine Punktmutation in TRPM7 führt in Menschen zur Ausbildung einer 

Makrothrombozytopenie. Es wird vermutet, dass eine Beteiligung des Proteins an der 

Ausbildung dieses Krankheitsbildes auf eine Einflussname auf die zytoskellettale Struktur der 

Thrombozyten zurückzuführen ist (Stritt et al., 2016). 

Während eines ischämischen Schlaganfalls kommt es zu neuronalem Zelltod. Unter anderem 

führt eine erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentration zu einem Absterben der Zellen. In 

diesem Zusammenhang konnte TRPM7 als einer der Kanäle identifiziert werden, die den 

hierfür verantwortlichen transmembranären Ca2+-Einstrom leiten. Durch die Inhibierung der 

TRPM7-Expression mittels siRNA konnte ein Zellsterben unter ischämischen Konditionen 

reduziert werden (Aarts et al., 2003). Diese Beobachtungen zeigen, dass TRPM7 am 

neuronalen Zelltod im Verlauf eines ischämischen Schlaganfalls beteiligt ist. Eine 

intermittierende Blockade der Kanalfunktion stellt sich als mögliche Therapieoption zur 

Minimierung neuronaler Verluste dar (Park et al., 2014). 

Aufgrund der neurotoxischen Funktion des TRPM7-Proteinkanals wurden epidemiologische 

Studien im Rahmen von Genexpressionsvergleichsanalysen in Mäusen durchgeführt. Es sollte 

eine mögliche Korrelation zwischen Proteinexpression und neurodegenerativen 

Erkrankungen, wie der Multiple Sklerose und der Alzheimererkrankung, geklärt werden 

(Tseveleki et al., 2010). TRPM7 gehört zwar zu den 18 häufigsten Genen, die in betroffenen 

Mausmodellen dysreguliert sind, jedoch konnte keine Variation des Gens mit einem 

erhöhten Risiko die jeweilige Krankheit zu entwickeln assoziiert werden (Fleig and Chubanov, 

2014; Romero et al., 2009).  

Die familiäre Amyotrophe Laterale Sklerose (ALS) sowie der Morbus Parkinson (MP) sind mit 

verminderten Umgebungskonzentrationen für Ca2+ und Mg2+ assoziiert. Aufgrund dieses 

Umstandes wurde eine Beteiligung des TRPM7-Proteins in der Entstehung der Erkrankungen 

untersucht. Sowohl bei ALS als auch bei MP konnte eine TRPM7 Mutation nachgewiesen 
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werden, wobei die Beteiligung des Proteins kontrovers diskutiert wird, da sowohl Belege für 

(Hermosura et al., 2005) als auch gegen (Hara et al., 2010) eine solche beobachtet wurden. 

Es ist davon auszugehen, dass nicht ein einzelnes Gen für das Ausbrechen der Erkrankungen 

verantwortlich ist. Vielmehr handelt es sich um eine Komposition mehrerer Gene, von denen 

TRPM7 einen Vertreter darstellt (Fleig and Chubanov, 2014).  

Das TRPM7-Protein spielt eine Rolle in einer Vielzahl kardiovaskulärer Erkrankungen. TRPM7-

assoziierte Ionenströme konnten in verschiedenen Tiermodellen (Gwanyanya et al., 2004) 

und in humane Kardiomyozyten (Macianskiene et al., 2012; Zhang et al., 2012) nachgewiesen 

werden. Die Funktion der Kanalkinase in diesen Zellen bleibt weitestgehend unbekannt. 

Ebenfalls wurde eine Expression des Gens in Kardiofibroblasten identifiziert. Bei Patienten 

mit Vorhofflimmern konnte ein verstärkter TRPM7-vermittelter zellulärer Ca2+-Influx mit der 

Folge einer ausgeprägten Myofibroblastendifferenzierung und Fibrosierung nachgewiesen 

werden (Du et al., 2010). 

Arterielle Hypertonie wird als eine der häufigsten chronischen Krankheiten und 

Hauptrisikofaktor für kardiovaskulärer-assoziierte Morbidität und Mortalität angesehen. 

TRPM7 ist an der Regulation des Blutdrucks beteiligt (Fleig and Chubanov, 2014; Touyz et al., 

2006). Vaskuläre glatte Muskelzellen werden durch Mg2+-Influx reguliert, eine erhöhte 

intrazelluläre Magnesiumkonzentration führt wiederum zu einer Vasodillatation sowie einer 

abgeschwächten Stimmulierbarkeit der Zellen durch Vasokonstriktoren (He et al., 2005). 

Analog hierzu führen niedrige intrazelluläre Magnesiumkonzentration zu einer 

Hyperkontraktibilität und mangelnden Stimulierbarkeit durch Vasodillatatoren (Rubin, 2007; 

Yoshimura et al., 1997). TRPM7 wird in spontan hypertensiven Ratten, im Vergleich zu 

normotensiven Wistar Kyoto Tieren, vermindert exprimiert. Gleichzeitig wurden in 

vaskulären glatten Muskelzellen dezimierte intrazelluläre Magnesiumkonzentrationen 

nachgewiesen. Dieser Effekt ist Angiotensin II-abhängig. Die Stimulation durch Angiotensin 

regt wiederum TRPM7-vermittelten Mg2+-Influx an (He et al., 2005). Ergänzend wurde 

gezeigt, dass bei vaskulären glatten Muskelzellen, isoliert aus Maus-Aortagewebe, eine 

Expression von TRPM7 durch Angiotensin II induzierbar ist und zu Zellproliferation führt 

(Zhang 2012b). Nach Penetration der Zellen durch strömungsinduzierte Scheerkräfte werden 

in vaskulären glatten Muskelzellen doppelt so viele TRPM7-Kanäle in der Plasmamembran 

nachgewiesen als vor einer solchen (Sun et al., 2009). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

TRPM7 in der Sensorik für mechanische Reize in vaskulären glatten Muskelzellen und der
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Regulation des Blutdrucks beteiligt ist (Park et al., 2014).  

Zusammenfassend ist TRPM7 in einer Vielzahl basaler zellulärer Mechanismen involviert, zu 

denen unter anderem der Zellzyklus, die Ausbildung zytoskelletaler Strukturen mit Einfluss 

auf Zellform und Migration, sowie die Ca2+ und Mg2+ Homöostase und neuronale 

Kommunikation zählen. Analog hierzu zeigt sich ein Einfluss der Kanalfunktion unter 

anderem auf pathologische Prozesse wie Tumorzellentstehung und -malignität, neuronale 

Dysfunktionen sowie die Entstehung von Bluthochdruck und Herzrhythmusstörungen. 

Konsequenterweise wurde TRPM7 mehrfach als vielversprechende pharmakologische 

Zielstruktur genannt. 

  

Molekulare Pharmakologie des TRPM7 

Durch den zunehmenden Nachweis der wichtigen pathophysiologischen Funktionen des 

TRPM7-Kanalproteins rückt die Notwendigkeit eines besseren Verständnisses seiner 

Eigenschaften und seines Wirkungsmechanismus in den Vordergrund. Die Identifizierung von 

Antagonisten bzw. Agonisten ist eine Grundvoraussetzung für die Erforschung der 

Proteineigenschaften in vitro wie in vivo.  

Zu Beginn dieses Projektes waren lediglich wenige TRPM7-Kanalblocker, wie beispielsweise 

2-APB oder Polyamine, als unspezifische Modulatoren verschiedener Ionenkanäle bekannt. 

Weiterhin lagen keine Erkenntnisse zu TRPM7-Aktivatoren vor. Davon ausgehend führten wir, 

sowie weitere Forschungsgruppen, einen Wirkstoff-Screen auf TRPM7-Modulatoren durch. 

Unsere Arbeit resultierte in der Entdeckung mehrerer Moleküle, welche die Eigenschaft 

aufwiesen, die TRPM7-Kanalaktivität unter physiologischen Bedingungen zu beeinflussen. 

Seit längerem ist bekannt, dass verschiedene bereits bekannte Kanalblocker in der Lage sind, 

die TRPM7-Funktion zu inhibieren. Beim Einsatz dieser Moleküle zeigte es sich als 

problematisch, dass diese eine zu geringe Spezifität und/oder Potenz aufwiesen, was ihre 

Einsatzmöglichkeiten stark einschränkte. Erst in den letzten Jahren sind verschiedene 

Antagonisten und Agonisten mit einem verbesserten Wirkprofil identifiziert worden. 

Ei e Zusa e fassu g der derzeit eka te  Modulatore  ird i  de  Artikel „Natural a d 

Sy theti  Modulators of the TRPM7 Cha el“ gege e  (Chubanov et al., 2014). Die derzeit 

bekannten Blocker lassen sich nach ihren Eigenschaften in verschiedene Gruppen einteilen 

(Tab. 1). Zu den unspezifischen Kanalblockern gehören das Spermin, SKF-96365 und 2-

Aminoethyldiphenylborinat (2-APB). Die Blocker Waixenicin A, Quinin und Sphingosin bilden 
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eine heterogene Gruppe natürlich vorkommender Metaboliten. Ergänzend wurden mehrere 

kleine Moleküle mit bekannten pharmakologischen Eigenschaften identifiziert, die ebenfalls 

in der Lage sind, TRPM7 zu antagonisieren. 

Spermin inhibiert TRPM7 reversibel und in Abhängigkeit seiner Spannung mit einer IC50 von 

2,3 µM (Kozak et al., 2002). Der Blocker 2-APB inhibiert die Kanalaktivität indirekt durch eine 

Verringerung des intrazellulären pH-Wertes mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration 

von 174 µM (Li et al., 2006; Prakriya and Lewis, 2002). Die Applikation von 20 µM SKF-96365 

führt ebenfalls zu einer kompletten Inaktivierung der TRM7-Aktivität in RBL-Zellen (Kozak et 

al., 2002). Das Molekül Nafamostat mesylate ist als Antikoagulanz und Serin-

Proteaseinhibitor bekannt. Zudem blockiert es TRPM7 mit einer IC50 von 27 µM (Chen et al., 

2010c). Mit einer weitaus geringeren Potenz und einem Wirkspektrum im hohen 

Mikromolbereich blockieren der Wirkstoff Carvacrol und eine Gruppe bekannter 5-

Lipoxygenase Inhibitoren, zu denen NDGA, AA81 und MK886 gehören. Das Terpenoid 

Waixenicin A ist in der Lage, TRPM7 bei gutem Wirkprofil mit einer IC50-Konzentration von 7 

µM spezifisch und irreversibel zu inhibieren (Zierler et al., 2011). Unter Verwendung des 

Antagonisten konnte eine Beteiligung des TRPM7-Proteins bei der Ausübung der 

Schrittmacherfunktion interstitieller Zellen nachgewiesen werden (Kim et al., 2013). Des 

Weiteren konnte wurde eine Beteiligung des TRPM7-Proteins in der Regulation der 

Actomyosinkontraktilität und der Invadosomenformierung in N1E-115 Neuroblastomazellen 

nachgewiesen werden (Visser et al., 2013). Waixenicin A ist zudem in der Lage, TRPM7-

vermittelte Zellproliferation humaner Magen-Tumorzellen (AGS) und Brustkrebszellen (MCF-

7) zu inhibieren. Diese Erkenntnis ist hervorzuheben, da sie ein neues Feld potentieller 

Anwendungsgebiete der TRPM7-Antagonisten in der onkologischen Pharmakologie eröffnet. 

TRPM7 zeichnet sich somit als mögliches therapeutisches Ziel in Krebstherapien aus (Fleig 

and Chubanov, 2014; Kim et al., 2013).  

Sphingosin und das Strukturanalogon Fingolimod blockieren die TRPM7-Kanalfunktion mit 

einer hohen Potenz bei IC50-Werten von 600 nM und 720 nM. Der zugrunde liegende 

Inhibierungsmechanismus liegt in einer Dysbalancierung der alternierenden 

Konfigurationszustände des Proteins. Dies mindert die Wahrscheinlichkeit, dass sich der 

Kanal in seiner geöffneten Konfiguration befindet (Qin et al., 2013). 

Unter Verwendung eines Biolumineszenz-basierten Hochdurchsatz-Screens konnten wir 
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verschiedene kalziumabhängige Kaliumkanal-Blocker als Inhibitoren des TRPM7-Proteins 

identifizieren (Chubanov et al., 2012). Zu den identifizierten Molekülen zählen Chinin, CyPPA, 

Dequalinium, NS8593, SKA31 und UCL1684. NS8593 zeigt unter diesen Stoffen die größte 

Potenz mit einer IC50 Konzentration von 1,6 µM. Bei diesem Molekül handelt es sich um 

einen direkten TRPM7-Blocker, der, so die Annahme, den inhibitorischen Effekt von Mg2+ auf 

den Kanal verstärkt. In in vitro Versuchen an HEK293-Zellen führte die Applikation von 

NS8593 zu einer Unterbindung der TRPM7-induzierten Zellmobilität (Chubanov et al., 2012). 

Verschiedene Arbeitsgruppen verwendeten NS8593 bereits erfolgreich für weiterführende 

Studien. So konnte Sisquella et al. nachweisen, dass eine NS8593 vermittelte Inhibierung der 

TRPM7 Funktion Einfluss auf eine zytoskelletal induzierte Verformung von Erythrozyten 

nimmt und hierdurch die Invasion des Malariaerreger plasmodium falciparum verhindert. 

Eine Beobachtung die TRPM7 als potentielles pharmakologisches Ziel in der Bekämpfung der 

Malaria auszeichnet (Sisquella et al., 2017).  

Wie Bernhardt et al. zeigen, inhibiert NS8593 einen spontanen Ca2+-Influx in Maus-Oozyten. 

Weiterhin wurden durch Befruchtung induzierte Ca2+-Oscillationen blockiert. Diese 

Beobachtungen legen nahe, dass nicht wie vormals angenommen, speicherabhängiger Ca2+-

Einstrom (SOCE), sondern viel mehr TRPM7 eine führende Rolle in Ca2+ vermittelten 

Signalwegen in Maus-Oozyten übernimmt (Bernhardt et al., 2017). Carvacho et al. 

verwendeten NS8593, um eine Verzögerung der frühembryonalen Entwicklung von Maus-

Oozyten zu Blastozysten durch die Blockade von TRPM7 nachzuweisen (Carvacho et al., 

2016). Faouizi et al. postulieren einen Synergismus der TRPM7 Funktion und SOCE zur 

Regulierung der intrazellulären Ca2+-Homöostase in Hühner DT40B Lymphozyten. Hierbei 

handelt es sich um Erkenntnisse, die unter Verwendung einer NS8593 vermittelten TRPM7 

Blockade erworben wurden (Faouzi et al., 2017). Schilling et al. zeigen unter Verwendung von 

NS8593, dass TRPM7-induzierte transmembranäre Ströme eine hervorgehobene Rolle in der 

Mobilität von Mikroglia spielen. Ins Besondere an Prozessen der Migration und Invasion 

einer entzündungshemmenden Zellantwort ist  das Protein beteiligt (Schilling et al., 2014).  

Nörenberg et al. zeigten mittels einer durch NS8593 ausgelösten Blockade, dass endogenen 

ATP-induzierte Ströme in Gliom-Zellen durch TRPM7 vermittelt werden und nicht, wie 

vormals angenommen, durch P2X7-Kanäle (Norenberg et al., 2016). Tashiro et al. konnten 

eine tragende Rolle der TRPM7-Kanäle in dem physiologischen Mg2+-Einfluss in Ratten 

ventrikulären Myozyten unter Anderem mittels NS8593 nachweisen (Tashiro et al., 2014). In 
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Brustkrebszellen reguliert die TRPM7-Kanalfunktion einen Wachstumsfaktor gesteuerten 

zellulären Signalweg, der zu einer gesteigerten Malignität der Tumorzellen beiträgt, wie Davis 

et al. nachweisen konnten (Davis et al., 2014). Tian et al. konnten unter Verwendung von 

NS8593 zeigen, dass Prostaglandin E2 an einer TRPM7 induzierten Migration und 

Proliferation von humanen Glioblastom-Zellen beteiligt ist (Tian et al., 2018). Bernhardt et al. 

verwendeten sowohl NS8593 als auch die Agonisten Naltriben und Mibefradil, um einen 

funktionellen Verlust der TRPM7-Kanalaktivität in Trmp7 Knockout Oocyten nachzuweisen 

(Bernhardt et al., 2018).  

 

 

Tabelle 1: Zusammenfassung der bekannten Inhibitoren des TRPM7-Proteins (Chubanov et al., 2014). n.b. = nicht bestimmt   

 

Im Vergleich zu der umfassenderen Liste an Antagonisten ist über Moleküle, die zu einer 

Aktivierung der TRPM7-Kanalfunktion führen, wenig bekannt. In dieser Arbeit ist es uns 

gelungen 20, positive Gate-Modulatoren für TRPM7 zu identifizieren (Hofmann et al., 2014) 

(Tab. 2). Es handelt sich um eine heterogene Gruppe von Molekülen, unter denen Naltriben 

und Mibefradil detaillierter untersucht wurden. Naltriben ist als δ-Opioid-Rezeptorblocker 

bekannt. Wir konnten zeigen, dass es zudem in der Lage ist, TRPM7 reversibel 

Wirkstoff IC50(μM) Inhibierungstyp Referenz 

2-APB 174 Reversibel  (Li et al., 2006; Prakriya and Lewis, 2002) 

Spermine 2.3 Reversibel, spannungsabhängig (Kozak et al., 2002) 

SKF-96365 n.b. Getestet ei  μM  (Kozak et al., 2002) 

Nafamostat 617 Reversibel, spannungsabhängig (Chen et al., 2010c) 

Carvacrol 306 Reversibel  (Parnas et al., 2009) 

NDGA n.b. Getestet ei  u d  μM (Chen et al., 2010a) 

AA861 n.b. Getestet ei  u d  μM (Chen et al., 2010a) 

MK886 n.b. Getestet ei  μM  (Chen et al., 2010a) 

Waixenicin A 7.0 Irreversibel, [Mg2+]i abhängig (Zierler et al., 2011) 

NS8593 1.6 Reversibel, [Mg2+]i abhängig  (Chubanov et al., 2012) 

Quinine n.b. Re ersi el, getestet ei  μM (Chubanov et al., 2012) 

CyPPA n.b. Getestet ei  μM (Chubanov et al., 2012) 

Dequalinium n.b. Getestet ei  μM (Chubanov et al., 2012) 

SKA31 n.b. Getestet ei  μM  (Chubanov et al., 2012) 

UCL 1684 n.b. Getestet ei  μM  (Chubanov et al., 2012) 

Sphingosine 0.6 Reversibel  (Qin et al., 2013) 

FTY720 0.7 Reversibel  (Qin et al., 2013) 
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und unabhängig von der zytoplasmatischen Magnesiumkonzentration mit einer mittleren 

effektiven Konzentration von 20 µM zu aktivieren. Die Effekte von NS8593 und Naltriben auf 

TRPM7 sind kompetitiv und heben sich gegenseitig auf. Naltriben hat im direkten Vergleich 

keinen Effekt auf die nah verwandten Proteine TRPM2, TRPM8 und TRPV1 und zeigt somit 

eine relative Spezifität für TRPM7 (Hofmann et al., 2014). 

Mibefradil ist ein T- und L-Typ-Kalziumkanalblocker, der aufgrund seiner gefäßerweiternden 

und blutdrucksenkenden Wirkung im klinischen Einsatz war. Wir konnten zeigen, dass das 

Molekül ebenfalls ein positiver Gating-Modulator von TRPM7 ist. Mibefradil moduliert die 

TRPM7-Funktion reversibel und, im Gegensatz zu Naltriben, stark abhängig von der 

intrazellulären Magnesiumkonzentration mit einer EC50-Konzentration von 53 µM (Schäfer et 

al., 2015). Das Molekül zeigt Strukturhomologien zu dem Blocker NS8593 (Abb. 3), hat jedoch 

einen konträren Effekt am TRPM7-Kanal. Wir schließen daraus, dass beide Moleküle an einer 

gemeinsamen Ligandenbindestelle agieren könnten. Es lässt sich mutmaßen, dass diese 

Sequenz eine hervorgehobene Bedeutung in der Steuerung der Kanalfunktion besitzen 

könnte. 

Naltriben hat sich bereits mehrfach in weiterführenden Versuchen als wertvolles Werkzeug 

zur Erforschung der TRPM7-Funktionen bewiesen. So konnten Wong et al. eine Aktivierung 

des TRPM7-Kanals durch Naltriben mit einer Migration und Invasion von Glioblastomazellen 

in Verbindung bringen (Wong et al., 2017). Huguet et al. zeigten, dass eine Hochregulierung 

der TRPM7-Kanalfunktion durch Naltriben mit konsekutivem Anstieg des intrazellulären 

Magnesiumlevels zu einer gesteigerten Funktion eines, in der Pathophysiologie der 

Zystischen Fibrose beteiligten, mutierten Chloridkanals führt (Huguet et al., 2016). Toshiro et 

al. erforschten die Beteiligung der TRPM7-Funktion am Magnesiummetabolismus in Ratten 

ventrikulären Myozyten unter Verwendung von Naltriben (Tashiro et al., 2014). 

Zusammenfassend wurden in der jüngeren Vergangenheit mehrere Antagonisten der TRPM7-

Kanalfunktion identifiziert. Zu diesen Inhibitoren zählt NS8593. Das Molekül konnte bereits in 

mehreren Arbeitsgruppen erfolgreich zur Erforschung der TRPM7-Funktion eingesetzt 

werden. Weiterhin ist es erstmals gelungen, TRM7 Agonisten zu identifizieren. Hierdurch 

konnte nachgewiesen werden, dass die TRPM7-Funktion positiv moduliert werden kann. 

Naltriben zeigte sich als Wirkstoff mit günstigem Wirkungsprofil und wurde aufgrund dieser 

Eigenschaften bereits in verschiedenen wissenschaftlichen Arbeiten zur Stimulation der 

TRPM7-Kanalfunktion erfolgreich verwendet. 
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Wirkstoff EC50 (μM) Aktivierungstyp 

Naltriben  20,7 Reversibel,[Mg2+]i unabhängig 

Clozapine  n.b. Getestet bei 30–50 μM 

Proadifen  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Doxepin  n.b. Getestet bei 30–  μM 

A3 hydrochloride  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Mibefradil  53 Reversibel, [Mg2+]i abhängig 

U-73343  n.b. Getestet bei 30–  μM 

CGP-74514A  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Metergoline  n.b. Getestet bei 30–  μM 

L-733,060  n.b. Getestet bei 30–  μM 

A-77636  n.b. Getestet bei 30–  μM 

ST-148  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Clemastine  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Desipramine  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Sertraline  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Methiothepin  n.b. Getestet bei 30–  μM 

NNC 55–0396  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Prochlorperazine  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Nortriptyline  n.b. Getestet bei 30–  μM 

Loperamide  n.b. Getestet bei 30–  μM 

 

Tabelle 2: Zusammenfassung der bekannten Aktivatoren des TRPM7-Proteins (Hofmann et al., 2014). n.b. = nicht bestimmt 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Chemische Strukturen der Moleküle NS8593, Naltriben und Mibefradil. Erstellung der Molekülstrukturen unter 

Chemspider (www.chemspider.com). 
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Zielsetzung der Arbeit 

Die zentrale Hypothese der Arbeit fußt auf der Annahme, dass die pharmakologische 

Modulation der TRPM7-Kanalfunktion angewandt werden kann, um pathologische Prozesse 

wie Tumorwachstum, Zellmigration und Metastasierung zu beeinflussen. 

Zu Beginn des Projektes lagen bereits Daten zu verschiedenen nichtselektiven 

pharmakologischen Wirkstoffen zur Inhibierung des TRPM7-Kanalfunktion vor. Über die 

Möglichkeit einer positiven Modulation der Kanalfunktion unter physiologischen Konditionen 

durch als Wirkstoff agierende Moleküle lagen hingegen keine Erkenntnisse vor. Auf dieser 

Grundlage setzten wir uns für die vorliegende Arbeit folgende Ziele. 

 

1. Die Entwicklung einer Ca2+-Imaging basierten Methode zur Durchführung eines 

Hochdurchsatzscreens zur Identifizierung potentieller TRPM7-Kanal Agonisten und 

Antagonisten. 

 

2. Die Verwendung der Patch-Clamp-Methode sowie zellbiologischer Methoden zur 

weiterführenden Charaktersierung der vielversprechendsten Wirkstoffe. 

 

3. Die Erforschung des Effektes der neuen Modulatoren an TRPM7 abhängigen 

zellulären Prozessen. 
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Zusammenfassung 

TRPM7 ist ein bifunktionales Protein, dass eine TRP-Ionenkanal Domäne, gekoppelt an eine 

α-Kinasedomäne, aufweist. TRPM7 ist essentiell für Zellproliferation und -wachstum. Die 

Hochregulierung der TRPM7-Funktion ist beteiligt an anoxischem neuronalem Zelltod, 

kardialer Fibrose und Tumorzellproliferation/-invasion. Zum Zeitpunkt des Projektbeginns 

sind wenige nichtselektive Inhibitoren der Proteinfunktion und keine Positivmodulatoren 

bekannt. Das Hauptziel dieser Arbeit bestand in der Identifizierung weiterer Antagonisten 

sowie der ersten Agonisten der TRPM7-Kanalfunktion. Identifizierte Wirkstoffe wurden 

zudem im Zellmodell auf ihre Eigenschaft untersucht, Einfluss auf TRPM7-abhängige Prozesse 

zu nehmen.  

Wir führten einen bioluminiszenzbasierten Hochdurchsatzscreen zur Identifizierung von 

TRPM7-Modulatoren durch. In einem Primärscreen konnten 20 potentielle Aktivatoren und 

sechs Inhibitoren identifiziert werden. Der TRPM7-Blocker NS8593 sowie die Aktivatoren 

Naltriben und Mibefradil wurden für weiterführende Versuche selektiert.  

Wir verwendeten Ca2+-Imaging-Versuche sowie die PatchClamp-Technik, um den 

funktionellen Einfluss der Modulatoren auf TRPM7-vermittelte Ionenströme zu untersuchen. 

Es wurde gezeigt, dass NS8593 ein potenter Blocker TRPM7-vermittelter Ströme ist. Die 

Blockade der Kanalfunktion ist schnell und reversibel. Weitere TRP-Proteine werden nicht 

durch NS8593 beeinflusst. In zellbiologischen Versuchen wurde die Zellmotilität von HEK293 

Zellen durch NS8593 inhibiert. Dieser Effekt gleicht der zuvor beschriebenen Auswirkung 

eines TRPM7 know-downs im Zellmodell. 

Naltriben ist ein potenter positiver Modulator der TRPM7-Kanalfunktion. Die Aktivierung 

erfolgt unabhängig von der intrazellulären Magnesiumkonzentration, ist reversibel und, im 

Vergleich zu weiteren TRP-Proteinen, spezifisch für TRPM7. Mibefradil übt ebenfalls einen 

stimulierenden Effekt auf die TRPM7-Funktion aus. Im Gegensatz zu Naltriben ist dieser 

Effekt stark abhängig von der zytoplasmatischen Magnesiumkonzentration.  

Es ist uns gelungen, strukturell unabhängige Leitwirkstoffe zu identifizieren, die als 

Modulatoren der TRPM7-Kanalfunktion fungieren. Die Verbindungen erwiesen sich als sehr 

geeignet zur Untersuchung der funktionalen Charakeristika der TRPM7-Ströme sowie durch 

TRPM7 regulierter zellulärer Prozesse. Unsere Ergebnisse bieten ein neues 

pharmakologisches Werkzeug zur Untersuchung der TRPM7-Funktion in 
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physiologischen und pathophysiologischen Prozessen. Weiterhin wird ein Weg zur 

Erforschung neuer, hoch-spezifischer TRPM7-Modulatoren aufgezeigt.  
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Summary 

TRPM7 is a bifunctional Protei  o prisi g a TRP io  ha el do ai , fused to a α-kinase 

domain. TRPM7 is essential for cell proliferation and cell growth. The up-regulation of TRPM7 

function is involved in anoxic neuronal cell death, cardiac fibrosis and tumor cell proliferation 

as well as cell invasion. At the time when this project was initiated, only a few highly 

nonselective inhibitors of the TRPM7 channel have been described, and no positive 

modulators of TRPM7 have been reported. The main aim of this work was to identify new 

drug-like inhibitors and first activators of the TRPM7 channel. In addition, we studied 

whether these molecules enable to regulate TRPM7-dependent processes in cultured cells. 

Using a bioluminescence-based Ca2+ imaging, we performed a screen for new modulators of 

the TRPM7 channel. We isolated 20 activators and 6 inhibitors of the TRPM7 channel. The 

channel blocker, NS8593, as well as two activators, naltriben and mibefradil, were selected 

for a follow-up characterization. We used Ca2+ imaging and the patch-clamp techniques to 

investigate the functional impact of these molecules on TRPM7 currents. We found that 

NS8593 is a potent blocker of TRPM7 currents. The inhibitory effect of NS8593 on TRPM7 

was fast and reversible. NS8593 did not affect activity of several other TRP channels 

examined. Application of NS8593 resulted in suppressed motility of HEK293 cells resembling 

the well-described effect of genetic knock-down of TRPM7. Naltriben was found to be a 

potent positive modulator of the TRPM7 channel. Naltriben-induced activation of TRPM7 

currents was rapid, independent of cytosolic Mg2+ levels, reversible and, compared to related 

TRP-channels, specific for TRPM7. Mibefradil elicited stimulatory effect on the TRPM7 

channel. However, compared to naltriben, the stimulatory action of mibefradil was highly 

dependent on cytoplasmic Mg2+
 levels.  

Taken together, we identified several structurally-unrelated lead compounds acting as 

inhibitors and activators of the TRPM7 channel. The identified compounds were found to be 

well-suited to study functional characteristics of TRPM7 currents and cellular processes 

regulated by TRPM7. Hence, our results provide new pharmacological tools to study a role of 

TRPM7 in physiological and pathophysiological processes and suggest a path to the discovery 

of new highly selective TRPM7 modulators. 
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Veröffentlichungen 

Mibefradil represents a new class of benzimidazole TRPM7 channel agonists 
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Activation of TRPM7 channels by small molecules under physiological conditions 
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Natural and synthetic modulators of SK (K(ca)2) potassium channels inhibit 

magnesium-dependent activity of the kinase-coupled cation channel TRPM7 
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