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Uittreksel

Recente resultaten die TRPM7 en TRPM2 impliceren in oxidatieve
stress-geinduceerde neuronale dood, zet deze kanalen in het
daglicht als mogelijke therapeutische doelen voor
neurodegeneratieve ziektes. In dit verslag, beschrijven we hoe de
functionele eigenschappen van TRPM7 en TRPM2
intergeconnecteerd zijn met calcium (Ca®") en magnesium (Mg
homeostasis, oxidatieve stress, mitochondrische dysfunctie, en
immuun mechanismes, allemaal cruciale verdachten in de

neurodegeneratie. Wij focussen onze discussie op Westerse
Pacifische Amyotrofe Lateraal Sclerose (ALS) en Parkinsonism
Dementia (PD) omdat extensieve studies die over de jaren heen
gevoerd zijn, sterk suggereren dat deze ziektes ideale kandidaten
zijn voor een gen-omgevings model van etiologie. De unieke
minerale omgeving geidentificeerd in connectie met Westerse
Pacifische ALS en PD — lage Mg”" en Ca”", hoewel hoog in
transitie metalen, creéert een conditie die de goede werking van
deze 2 kanalen zou kunnen aantasten.

Kernwoorden: TRPM7, TRPM2, Westerse Pacifische ALS, Parkinsonism
Dementia, oxidatieve stress, neurodegeneratie, Ca® en Mg2+ homeostasis,

mitochondrische dysfunctie, microgliale activatie



Westerse Pacifische ALS en PD

Amyotrofe lateraal sclerose (ALS), een fatale ziekte
gekarakteriseerd door de progressieve degeneratie van motor
neuronen, bevindt zich onder de meest gangbare van de volwassen
onset neurodegeneratieve ziektes [1]. De onderliggende
pathogenische processen zijn niet gekend, maar men gelooft dat ze
te wijten zijn aan een heleboel contributieve factoren waaronder
genetische predispositie, omgevings toxines, aberrante cellulaire
calcium en metaal ion homeostatis, oxidatieve stress,
mitochondrische dysfunctie, en inflammatoire reacties [2,3]. Meer
dan 50 jaar geleden, werd een ongewoon hoog voorkomen van
ALS gerapporteerd in 3 geografisch aparte streken in de Westerse
Stille Zuidzee: de eilanden Guam en Rota, de Kii Peninsula van
Japan, en zuid-west New Guinea [4-6]. Op Guam, was de
voorkomensgraad van ALS in 1954 geschat van 50-100 keer hoger
te zijn dan het wereldwijde voorkomen [7]. Een gerelateerde, maar
uitsluitend neurodegeneratieve aandoening, parkinsonism dementia
(PD), gekarakteriseerd door de klinische manifestatie van zowel
parkinsonism en dementie in dezelfde patient, was ook
overheersend in dezelfde 3 Westers Pacifische ALS ziektehaarden
[5-9]. Deze twee ziektes kunnen overlappende klinische
symptomen hebben, die regelmatig samen voorkomen in dezelfde
families en zelfs in hetzelfde individu, ze kunnen neurofibrilaire
verwarde neuronen in de hersenen en het ruggenmerg hebben, en
kunnen beiden progressief en uiteindelijk fataal zijn [10-12].
Terwijl er 2 tegengestelde kijken bestaan over het feit of ALS en
PD aparte ziektes zijn of klinische varianten van dezelfde ziekte, is
er een algemene overeenkomst dat de basis-pathogene
mechanismes achter deze ziekte gelijkaardig zijn. Aangezien het
onderwerp van dit verslag mechanisch is van nature, zullen
Westerse Pacifische ALS en PD beschouwd worden als één
(ALS/PD), behalve daar waar het absoluut nodig is om hen apart te
beschouwen.

De hyperendemische ALS/PD ziektehaarden in de Westerse Stille
Zuidzee trokken aanzienlijke interesse aan onder de medische
onderzoekers en wetenschappers om een waaier van redenen
waaronder het feit dat deze ziektehaarden van ALS/PD ideaal zijn
voor het bestuderen van de relatieve contributie van genen en
omgeving in ziekte etiologie omdat elke ziektefocus voorkomt in
een bepaalde, beperkte omgeving onder de 3 genetisch
verschillende homogene groepen van mensen. ALS/PD is een
tragische ziekte en een serieus publiek gezondheidsprobleem en



verdient alleen om die redenen al om onderzocht te worden.
Daarenboven, zijn ALS/PD ziektehaarden in deze regio’s extreem
informatieve ziekteclusters die waardevolle leidraden zouden
kunnen leveren voor de pathologische mechanismes achter de meer
voorkomende, sporadische vormen van ALS, Parkinson (PD) en
Alzheimer (AD) wereldwijd.

In 1956, heeft het National Institute of Neurological Diseases and
Blindness (NINDB) zoals het toen genoemd, van het National
Institutes of Health (NIH), een onderzoekscentrum opgericht op
Guam om de klinische, epidemiologische, neuropathologische en
genetische aspecten van ALS/PD te onderzoeken. Het intensieve
onderzoek dat volgde bood geen duidelijk begrip van de ziekte
etiologie, maar toch suggeerde het dat een complex samenspel
tussen genetische ontvankelijkheid en blootstelling aan specifieke
omgevingsfactoren betrokken waren. Extensieve epidemiologische
studies identificeerden vervolgens twee kandidaat omgevings
triggers: (1) gewijzigde minerale inhoud van de bodem en het
drinkwater gekoppeld aan abnormaal mineraal metabolismes
[13,14]; en (2) toxines van de cycad plant, een traditionele
voedselbron in Guam [15,16].

De omgevingsfactoren

Gewijzigde minerale inhoud in de omgeving
Alle drie de hoge voorkomensziektehaarden in de Westerse
Zuidzee werden gerapporteerd als zijnde lage niveaus van calcium
((Ca™) en magnesium (Mg”") te hebben, gekoppeld met hoge
niveaus van biobeschikbare transitie metalen zoals manganese
(Mn*"), aluminium (AI’"), en ijzer (Fe’"). De bodem en rivieren in
streken van hoge voorkomens in de Kii Peninsula bleken hoge
niveaus van Mn”" te bevatten maar zeer lage niveau’s van Ca>" eb
Mg®" [13]. Op Guam, kwam het hoogste voorkomen van ALS/PD
voor in het zuidelijke deel van het eiland, dezelfde regio waar Ca*"
niveau’s in de bodem en het traditionele brondrinkwater werden
gevonden van een 10- tot 100 keer lager in vergelijking met andere
regio’s van het eiland. Mg®" in watervoorraad is vergelijkbaar laag,
ongeveer een tienvoud lager in het zuiden dan elders in Guam.
[14]. De Ca*" en Mg”*" niveaus in de bodem en het drinkwater in de
hoge voorkomens-steden in West New Guinea waren zelfs lager
dan deze gezien in zuidelijk Guam. [5]. De ongewone gelijkenis
van de minerale samenstelling in deze 3 ALS/PD ziektehaarden
leidde tot het voorstel dat verlengde blootstelling tot een dergelijke
omgeving, betrokken zou kunnen zijn in de pathogenese van
ALS/PD [13]. Deze hypothese wordt ondersteund door resultaten



van gewijzigde Ca®* en Vitamine D metabolismes [17];
hypocalcemia en reductie van kritische [18]; en de accumulatie van
Ca”", en transitiemetalen zoals AI**, Fe*, Mn*" en Zn*" in de
hersenen en het ruggenmerg van patiénten geimpacteerd door
ALS/PD in Guam en Kii peninsula [19-23]. Dierlijke modellen
kregen gewijzigde mineralen toegediend om zo de geobserveerde
omgevingsniveau’s van Ca>", Mg®", Mn>" en AI’" te simuleren, en
toonden zo de evidentie aan van gewijzigde Ca®" homeostasis en
depositie van Ca*", Mn*", AI’" in de hersenen en het
ruggemergweefsel [24-26].Deze modellen toonden ook tekens van
neuronale schade waaronder neurofibrillaire pathologie en
mitochondriale degeneratie. In een recente studie, werden ratten
blootgesteld aan lage Ca’" en/of Mg*" inname over 2 generaties om
zo de menselijke condities in Guam meer nauwgezet te kunnen
simuleren [27]. Van de verschillende combinaties van Ca*" en
Mg”" inhoud getest, was blootstelling aan lage Mg”" (één-vrijfde
van de normale niveau’s) meer deletair, en veroorzaakte zo een
significant verlies van dopaminergieke neuronen in de substantia
nigra. We zullen een mogelijk mechanische uitleg over deze
observaties aanbieden, verderop in dit verslag.

L-beta-N-methylamino-L-alanine (L-BMAA) is een
vermoedelijk neurotoxine van de cycad plant
Tranditioneel gebruikt als voedselbron in Guam en voor medicinale
toepassing in Kii Peninsula en West New Guinea, is cycad en zijn
toxine, L-BMAA, de tweede omgevingsfactor die voorgesteld werd
als betrokkene in de pathogenese van ALS/PD [15,16]. Het is ook
één van de meest controversié€le topics in ALS/PD onderzoek. L-
BMAA is een niet-proteine amino zuur aanwezig in cycad zaadjes
waarvan ook aangetoond is dat ze neurotoxische eigenschappen
bevatten in celcultuur modellen [28,29]. Van belang, is dat makaak
(Cynomolgus) apen die grote dosissen van BMAA aten, klinische
en neuropathologiesche ALS-gelijkende symptomen vertoonden
[15]. De gigantische dosis, echter, werd beschouwd als
onrealistisch bij woorden van menselijke consumptie omdat er
slechts zeer lage hoeveelheden van L-BMAA overblijven in
gewassen cycad bloem, aanschouwd als de primaire bron van
menselijke blootstelling [30,31]. Zwakke neurotoxische
eigenschappen die gedetecteerd werden in celcultuur studies,
motiveerden dit aanzicht nog meer dat L-BMAA niet significant
zou toedragen aan de ALS/PD pathogenese. Hoge (millimolaire)
concentraties van L-BMAA waren nodig om cytotoxische effecten
op te wekken in gecultiveerde neuronale cellen

[28]. NMDA receptor (NMDAR) antagonisten blokkeerden



grotendeels deze effecten die suggereren dat L-BMAA reageert via
NMDARs [32,33]. Verder werd aangetoond dat de toevoeging van
bicarbonaat ionen het vermogen van L-BMAA aanzienlijk
verhoogde door de formatie van B-carbamate, een structureel meer
potente agonist van NMDARs [32]. Terwijl nucleaire magnetische
spectroscoptie (NMR) inderdaad kon demonstreren dat carbamate
onderdelen zich vormen wanneer BMAA en bicarbonaat gemixed
worden, moet het benadrukt worden dat, zover gekend, geen enkele
studie ooit geraporteerd heeft over de isolatie van carbamaten uit de
hersenen of ruggenmergweefsel van ALS/PD patiénten.

Verdere studies duiden aan dat NMDAR activatie niet het
dominante pad zou zijn langs waar L-BMAA zijn neurotoxische
effecten uitwerkt. L-BMAA werd geraporteerd als zijnde
preferentieel te interageren met metabotropische receptoren [34-
36], en non-NMDA receptoren in de aanwezigheid van bicarbonaat
[37,38]. Preferentiéle schade aan NADPH-diaphorase neuronen
opgewekt door lagere BMAA blootstellingen werd gevonden als
zijnde predominant gemedieerd door AMPA/kainate receptoren
[28,32]. Blootstelling aan L-BMAA (en bicarbonaat) verhoogde de
intracellulaire niveau’s Ca®", [Ca®"];, en suggereerde zo Ca>"
betrokkenheid [39]. Aangezien AMPA /kainate receptoren Ca*" -
ondoordringbaar zijn, was de betrokkenheid van deze receptoren
niet makkelijk om te integreren in de overheersende hypothese van
L-BMAA toxiciteit. Anderzijds, werd al snel ontdekt dat een
speciale klasse van AMPA /kainate receptoren, Ca-A/K, die Ca”'-
doorlaatbaar zijn, bestaan [40,41]. Van een bijzondere relevantie
voor ALS, werden motor neuronen (MNs) aangetoond die grote
hoeveelheden CA-A/K kanalen bevatten [42].

Gestimuleerd door een rapport dat proteine-gebonden vormen van
L-BMAA potentieel zouden kunnen dienen als endogene
neurotoxisch resevoir van deze toxine [43], werd de kwestie van L-
BMAA neurotoxiciteit recent herbekeken door Rao, et al [44].
Spinale neuronen geplateerd om een astrocytische monolaag
werden blootgesteld aan gecontroleerde dosissen van L-BMAA,
cycad toxine extracten, en de antagonisten NBQX (specifiek voor
AMPA/kainate receptoren) en Mk801 (een NMDAR antagonist).
Cel dood, [Ca®"]; veranderingen, en reactieve zuurstof soorten
(ROS) productie werd gemonitored. Resultaten toonden aan dat L-
BMAA potentieel meer toxisch was voor MNs dan voor alle andere
spinale neuronen. De toevoeging van NBQX, maar niet Mk801,
stond substantiele bescherming toe, suggererend dat L-BMAA
toxiciteit predominant gemedieerd wordt door Ca-A/K kanalen.



Toch, was NBQX niet compleet beschermend. In motor neuronen
blootgesteld aan 100 uM L-BMAA, NBQX of een combinatie van
NBQX en Mk801 verminderde L-BMAA-veroorzaakte celdood
met twee derde, zo de betrokkenheid van andere paden
suggererend. Interessant is een vroegere studie die gecultiveerde
hippocampale neuronen gebruikt, die aantoonde dat blootstelling
aan L-BMAA een ongeidentificeerde lineaire stroom activeerde
[38]. Het is mogelijk dat deze stroom gedragen wordt door
TRPM2, één van de kanalen die behandeld worden in dit rapport
,omdat verhoogde [Ca®']; en ROS de TRPM2 activatie promoten.

De Rao, et al. studie rapporteerde drie belangrijke resultaten: (1)
motor neuronen zijn selectief kwetsbaarder aan L-BMAA
toxiciteit; (2) deze toxische effecten zijn gemediéerd door [Ca>'];
verhogingen via Ca-A/K kanalen en andere paden, en subsequente
ROS generatie; en (3) L-BMAA, in concentraties gevonden in
cycad extracten, oefenen invloed uit door neurotoxische effecten.
De demonstratie dat relatief lage (in de zin van micromolaire)
niveau’s van L-BMAA motor neuronen zouden kunnen
beschadigen, stelt L-BMAA als een stevige, geldige kandidaat in
de etiologie van ALS/PD. Toch moet het benadrukt worden dat L-
BMAA niet gevonden was in alle ALS/PD autopsie soorten, en dat
een andere studie uitgevoerd door aan aparte research groep, getest
heeft op vrije L-BMAA in Alzheimer patiénten van de US Pacific
Northwest, maar niet gededecteerd heeft, noch in PD patiénten in
Guam of Chamorro onderzoeksvoorwerpen [45]. Voor dit rapport,
is het belangrijke punt dat L-BMAA [Ca®']; verhogingen
veroorzaakt en ROS generatie in motor neuronen, zo gunstige
omstandigheden creéerend voor de activatic van TRPM2, een ion
kanaal dat gelinkt wordt aan oxidative stress-gemedieerde
neuronale dood [46,47].

van genetische predispositie

Epidemiologische studies hebben genetische factoren geimpliceerd
in de ontwikkeling van ALS/PD omdat cases clusteren in families —
afstammelingen en ouders van geimpacteerde patiénten vertoonden
een verhoogd risico om deze ziektes te ontwikkelen [48]. Een
intensieve inspanning werd gelanceerd om de genetische oorzaak
van ALS/PD te identificeren, waaronder stamboom analyses en
berekeningen van inteelt coéfficienten in hoge voorkomenssteden,
identificatie van geseleceerde genmarkers zoals HLA antigens,
bloedgroepsystemen, rode cel enzymen, immunoglobulin allotypes,
en serum proteinen [49]. Geen enkele leverde bevredigende



resultaten.

Een prospectief case-control register werd opgestart in 1958
(gecompleteerd in 1963) om vast te stellen of eerste-
graadsverwanten en echtegenote(n)(s) van ALS/PD patienten een
hoger risico hebben op de ontwikkeling van de ziekte dan
verwanten van niet getroffen objecten (aangepast voor leeftijd,
geslacht en dorp). Een follow-up studie van 25 jaar onthulde een
significant verhoogd risico op de ontwikkeling van ALS en PD
onder zonen en dochters, en op een lager niveau, onder echtgenoten
van patienten [50]. Kleinkinderen, daarentegen, vertoonden geen
verhoogd risico in de opvolgingsstudie van 25 jaar, waarschijnlijk
omdat de meesten onder de risicoleeftijd van de ziekte vielen.
Broers en zussen van proefobjecten hadden geen verhoogd risico
en hebben ,in feite, een lager risico dan de algemen Chamorro
bevolking. Een recentere opvolging van 40 jaar toonde
gelijkaardige resultaten: eerstegraadsverwanten van ALS of PD
patiénten hebben een significant hoger risico op de ontwikkeling
van eender welke ziekte dan de Guamanian bevolking, terwijl
verwanten van proefobjecten significant lagere risico’s hebben.
[51]. Desalniettemin, is er een aanzienlijk Verschil want deze keer,
vertoonden de nakomelingen van PD patienten een verhoogd risico
voor de ontwikkeling van zowel ALS of PD. Terwijl deze data een
genetische contributie suggereren aan etiologie, gelden de simpele
Mendelian regels niet. Ten eerste, zowel de opvolgingsstudie van
25, als die van 40 jaar, toonden een verhoogd risico aan voor
echtgenoten van patiénten. Daarenboven, vond de 40jarige studie
een verhoging in leeftijd van de start de ziekte en een dramatische
achteruitgang in het voorkomen voor beide ziektes sind de jaren
1950 toen de eerste systematische epidemiologische studies
begonnen. De achteruitgang viel samen met een verhoogde
modernisatie van Guam die de levensstijl veranderde, de
veranderde toegang tot lokaal geoogst voedsel en veranderde of
verbeterde lokale drinkwatervoorraden. Deze resultaten, vooral de
snelle achteruitgang over 3 eeuwen in zuidelijk Guam, waar de
hoogste voorkomens van de ziekte gevonden werden, suggeren
sterk dat omgevingsfactoren bijdragen aan de etiologie [52,53]. Ter
ondersteuning van deze conclusie, werd segregatie analyse verricht
op de geregistreerde data die werd gebruikt in de 25jarige
opvolgingsstudie, waar alle patiénten onder vallen van 1950-1983,
verwierp een pure omgevingshypothese en een Mendelian
dominant of een Mendelian recessieve hypothese, maar kon een
twee-abbel additieve grote locus hypothese niet verwerpen [54].
Deze segregatie studie stelt daarom voor dat een belangrijk gen in



combinatie met omgevingsfactoren betrokken zou kunnen zijn in
de ontwikkeling van ALS/PD.

Een zoektocht naar kandidaat genen

In een poging om de genen te identificeren die betrokken zijn in de
etiologie van ALS/PD, werden die genen die voordien gelinked
waren aan familiale ALS,PD of AD gecatalogiseerd. Geen ziekte-
geassocieerde variant of mutatie werd gevonden na sequentie
analyses van Cu-Zn superoxyde dismutase, SOD/ (familiale ALS),
de microtubule-geassocieerde proteine, TAU (PD), apolipoproteine
E, ApoE 24 (vroege start AD) en CYP2D6, die een
ontgiftingsenzyme (PD) codeert [55-58].

Het is waarschijnlijk dat we zouden moeten zoeken naar vatbare
genen die niet omiddelijk de ziekte veroorzaken maar bijdragen aan
de predispositie wanneer ze functioneren in een gunstige
omgeving. Belangrijk is, dat de genetische oorzaak van complexe
ziektes zoals ALS/PD, waarschijnlijk polygenisch van nature is, dat
is, kleine functionele varianten van verschillende genen zouden
samen kunnen bijdragen aan de pathologie. Om functionele
kandidaat vatbaarheidsgenen te identificeren voor ALS/PD, hebben
we beslist dat een effectieve aanpak zou moeten gebruikt worden
om de omgevingsrisicofactoren gevonden in alle 3 de
hyperendemische Western Pacific ziektehaarden als een screening
tool. Welke gen productfunctie zal hoogst waarschijnlijk aangetast
worden door lage Mg”™, lage Ca’", en hoge transitie metalen?
Prominent onder verschillende functionele kandidaten zijn ion
kanaal genen. Om het veld verder toe te spitsen, hebben we twee
bijkomende beperkingen opgelegd: de kandidaat kanalen moeten
uitgedrukt worden in het centrale zenuwstelstel (CNS) en moeten
aangetast zijn door oxydatieve stress. Oxydatieve stress in de prijs
die een eukaryotische cel betaald voor het kunnen gebruiken van
moleculaire zuurstor (O;) als een energiebron. Oxidatieve
phosphorylatie, het proces van het converteren van energie van O,
naar een vorm die gebruikt kan worden door de cel, produceert
hoge-energie-door-producten, ROS, die normaal beheerd worden
door het cellulaire antioxydante beschermingssysteem. Oxidatieve
stress resulteert wanneer het evenwicht zwaar overbuigt in het
voordeel van ROS productie zoals dat voorkomt in omstandigheden
van hoge metabolische koersen, verzwakte cellulaire verdediging
en aanwezigheid van omgevingstoxines zoals transitiemetalen. Zo
een onevenwichtigheid leidt tot moleculaire schade, uitvallen van
cellulaire functies, en uiteindelijk celdood. Verhoogde oxidatieve
stress doet zich voor ten gevolge van veroudering, de universele



risico factor voor alle neurodegeneratieve ziektes. In de
hyperendemische ALS/PD ziektehaarden in de Westerse Zuidzee,
creéert de unieke minerale samenstelling van de omgeving een
omstandigheid van verhoogde oxidatieve stress omdat lage Mg*"
niveau’s lipide peroxidatie kunnen veroorzaken [59] terwijl
transitiemetalen ageren als redox catalysten die verhoogde ROS
productie veroorzaken [60].

We vonden 2 kandidaatgenen die aan onze criteria voldoen — ion
kanalen die voorkomen in de hersenen en aangetast worden door
oxidatieve stress: TRPM7 en TRPM?2. Beiden behoren ze tot de
transiente receptor potentiele melastatin (TRPM) familie van
kanalen. TRPM7 bevindt zich in chromosoom 15g21, in een locus
die gelinked is aan een vorm van autosomale recessieve familiale
ALS [61]. TRPM?2 bevindt zich in het ziekte-rijke kromosoom 21
(21922.3), nabij de SOD1 locus (21g22.1-22.2) die geassocieerd is
met familiale ALS [62].

TRPM7

TRPM7 is een alomtegenwoordig plasma membraan proteine dat
virtueel alle divalente ionen leidt — van de fysiologische extensieve
Ca* en Mg2+, tot essentiele trace metalen zoals Mn”" en Zn*" en
niet-essentiele, zelfs toxische transitiemetalen zoals Cd*" [63, 64].
Het werd voorgesteld dat TRPM7 een centrale rol speelt in het
regelen van de cellulaire homeostatische niveau’s van Ca>", Mg**
en trace metalen [63-65]. TRPM?7 is vereist voor
cellevensvatbaarheid zoals aangetoond door de resulterende
dodelijke phenotype wanner het kanaal uitgeschakeld is in DT40 B
lymphocytes [63]. Studies hebben TRMP7 betrokkenheid
geimpliceerd in verschillende celfuncties waaronder celgroei,
proliferatie, embryonische ontwikkeling, anoxische neuronale
dood, pathologische respons op vaatwandschade, actomyosin
contractility, en neurotransmitter release in gewillige neuronen [65-
72]. Misschien van een bepaalde relevantie op dit onderwerp van
dit verslag, is het recente rapport dat TRPM7 impliceert in
familiale Alzheimer [73].

TRPM?7 is een dual functie proteine, een van de slechts 3 gekende
kanalen die zowel een kanaal bevat als een enzyme domein, de
andere 2 zijde TRPM6 en TRPM2. TRPM7 en TRPM6 tonen
ongeveer 50% sequentie homologie en bevatten allebei een C-
terminal serine/threonine alpha (a)-kinase [74]. a-kinases worden
gekarakteriseerd door hun unieke capacteit om fosforilate
substraten in a-helices, tegenover conventionele proteine kinases



die hun substraten fosforoliseren in loops, B-turns en onregelmatige
structuren [75, 76]. Biochemische studies hebben kinase activeit
aangetoond in zowel TRPM6 en TRPM7 [65, 77, 78]. De relatie
tussen een kanaal en een kinase bestandeel dat samenbestaat in
dezelfde molecule, is rechtmatig het onderwerp geweest van
aanzienlijke interesse. Initieel dacht men dat TRPM?7 kinase
activeit de kanaalfunctie reguleert [77] maar verdere studies hebben
aangetoond dat fosfotransferase activiteit niet vereist is voor
kanaalactiviteit [ 78, 79]. TRPM7 was recent betrokken in de
regulatie van celadhesie en podosome formatie door het moduleren
van actomyosin contractiliteit door phosphorylatie van de myosin
ITA zware ketting [72]. Annexin 1, een Ca*"-gereguleerd
fosfolipide binding proteine, werd ook geidentificeerd als een
subtraat voor TRPM?7 kinase [80]. Fosforylatie van annexin 1 en de
myosin ITA zware ketting door TRPM7 kinase vereist Ca®" influx
door het kanaal domein, en wijst op een intricate associatie tussen
kanaal en kinase functies [72, 80]. Er wordt dus gesuggereerd dat
ionen permeaten de zwakke regulate kinase functie en de
subsequente aanwerving of activatie van downstream signaling
components [72]. Dit is een aantrekkelijke hypothese die zéker
verder onderzoek verdient.

TRPM7 regulatie

TRPM7 kanalen zijn constitutief open, maar worden intracellulair
geramd door vrije Mg®" [63, 81], een feit dat gereflecteerd wordt in
¢én van de namen volgens endogene TRPM7 stromen, MIC voor
Mg**-geremde stroom [82]. De andere terminologie, MagNuM
(Magnesium Nucleotides Metal) neem het blok in rekening door
Mg*" en Mg*"-nucleotides (hoofdzakelijk MgATP) en metaal
permeatie [81]. TRPM7 reageert ook op veranderingen in pH [83,
84], een feature die relevant zou kunnen zijn gedurende bepaalde
pathologische condities zoals wanneer acidosis opduikt gedurende
ischemie. Behalve intracellulaire vrije Mg®", MgATP en pH,
werden andere modulators van kanaalactiviteit gesuggereerd in
verschillende experimentele systemen: phospholipase C-coupled
receptoren agerend door phosphatidylinositol 4,5- bisfosfaat (PIP,),
cyclische adenosine 3,5-monofosfaat (cAMP), polyvalente cations,
en fosforylatie door TRPM6 [78, 85-89].

Mg®* en Ca®* zijn permeante blockers

Behalve ontbinding TRPM7 van de cytoplasmische kant, Mg*"
speelt het ook een cruciale rol in het reguleren van externe ion
permeatie door deze kanalen. Dit effect van Mg is van een
doorslaggevende fysiologische relevantiec omdat externe Mg** de



permeatie van andere ionen aantast. Dit kanaal is kation non-
selectief, en desalniettemin, is de TRPM7 I/V kurve onder
fysiologische ionische condities gekarakteriseerd door uitgesproken
uitwaartse rectificatie, met zeer kleine inwaartse stromen aan
negatieve potentielen, en alsmaar grotere uitwaarse stromen aan
positieve voltages. De reden hiervoor is dat externe divalente
blokken — divalent aanwezig in het extracellulaire medium
(fysiologische Mg”" en Ca®") een voltage-athankelijk blok
produceren dat progressief verwijderd is door depolarisatie.
Divalente blokken zijn ook gered aan zeer lage negatieve voltages.
Kerschbaum et al. [89] voerden een gedetailleerde studie uit over
de externe divalente (en polyvalente) blokken en presenteerden een
model voor ion permeatie door MIC/TRPM?7 kanalen. Het model
voorspelde succesvol experimenteel geobserveerde effecten van
Mg*" op de permeatie van monovalente kations. Het stelde de
aanwezigheid voor van twee lage-affiniteit binding sites en een
enkele hoog-affiniteit site binnen de dirigerende regio’s van het
kanaal. Volgens dit model, wanneer aanwezig in lage uM
concentraties, misplaatsen Mg”" en Ca*" Na' van de hoog-affinitieit
binding site, daardoor de monovalente stroom blokkerend. Mg*"
bindt sterker aan deze site dan Ca>" (Kj aan —40 mV is 1 uM voor
Mg** vs. 4 uM voor Ca”") wat aangeeft dat het een sterkere blocker
is. Permeatie van Mg>" en Ca®" doet zich voor wanner het
aanwezig is in voldoende hoge concentraties, mogelijk door een
‘knock off” mechanisme waarin de hoog-affiniteit binding site
betrokken is, en ‘punch-through’ van het blocking ion aan de
binnenkant.

Of er nu één binding site is, of meer, het is belangrijk om in
gedachten te houden dat Mg*", Ca®*, en Na" mogelijk interageren
in de zwakke, competitie voor bindende sites, elk mekaar
beinvloedend. Terwijl Mg®" en Ca®" sterke blockage afdwingen
van Na' permeatie,is het blok niet totaal omdat enige graad van
Na' permeatie geobserveerd is [67, 82]. De experimenteel bepaalde
binding affiniteiten tonen aan dat Mg”" de sterkere blocker is , wat
suggereeert dat het moeilijker zal zijn voor een Ca®* ion om een
gebonden Mg”" ion te verplaatsen dan vice versa. Het kan dus
bekeken worden als dat de extracellulaire Mg*" concentratie
verminderd is, de mogelijkheid van Ca®" (en Na") om het kanaal
binnen te komenzullen corresponderend verhogen. Boven, zal het
verwijderen van Mg®" van de externe oplossing altesamen (zoals
gedaan in sommige experimenten, voornamelijk excitotoxiciteit
testen), de verhoogde influx van Ca*" door TRPM7 de voorkeur
krijgen. We observeerden inderdaad verhoogde Ca®" influx door



overexpressed murine TRPM7 aangezien externe Mg*"
concentratie verminderd is (M. Hermosura, et al., ongepubliceerde
data). Deze lijn van redenering volgend, zal verwijdering van
zowel Mg™" als Ca®* van de externe oplossing, divalente blokken
verwijderen, en zo monovalente (Na") influx toelatend. Dit is
experimenteel gedemonstreerd [67, 81, 89].

TRPM7 en neuronale dood

TRPM?7 werd recent betrokken in anoxische neuronale dood door
het mediéren van Ipgp, een kation stroom geactiveerd gedurende
verlengde zuurstof-glucose deprivatie, OGD [68]. In dit model van
hypoxie door het gebruik van corticale neuronen van muizen, werd
het voorgesteld dat ROS geproduceerd gedurende oxidatieve stress,
de TRPM7 kanalen activeerde, zo de ongeregelde influx van Ca®"
toelatend en een vicieuze cirkel triggerend doordat de hoge
intracellulaire Ca®" de productie van nog meer ROS veroorzaakte,
en zo de Iogp/TRPM?7 activatie verhoogde. Downregulating
TRPM?7 expressie door kleine interfererende RNA (siRNA)
specifiek voor TRPM7 beschermden de cellen van zuurstof en
glucose deprivatie-opgewekte stress. Alhoewel, datzelfde TRPM7-
specifieke siRNA downregulated ook de TRPM2 kanalen. Dit
resultaat werd uitgelegd als zijnde suggestief aan interdependente
proteine expressie tussen deze twee kanalen en/of dat ze
heteromers vormen in corticale neuronen en dat de geobserveerde
anoxia-opgewekte stroom gedragen is door TRPM2/TRPM7
heteromers. Het bestaan van dit laatste moet nog altijd vastgelegd
worden en naar onze wetenschap, is de interactie tussen TRPM?2 en
TRPM?7 op een proteine niveau nog niet aangetoond.

Het feit dat oxidatieve en nitratieve stressors TRPM2 activeren is
duidelijk vastgesteld [90, 91] en zal later in detail besproken
worden.Jammer genoeg, hebben we geen H,O,- gemedieerde
activatie van menselijke TRPM7 gevonden in HEK-293 cellen in
onze volledige-cel patch clamp experimenten, in de aanwezigheid
van fysiologische concentraties van Ca** en Mg”". We leveren een
alternatieve uitleg voor de resultaten geobserveerd in deze OGD
studie. Zo ver als we kunnen vastellen, werden deze experimenten
uitgevoerd in de afwezigheid van externe Mg”". Zoals we
besproken hebben in de vorige sectie, geeft deze conditie de
voorkeur aan Ca*" entry door de constitutieve open TRPM7
kanalen. De mate van Ca”" influx zal bepaald worden door het
aantal TRPM?7 kanalen beschikbaar voor permeatie dat op zijn
beurt afthankelijk is van bestaande niveau’s van intracellulaire Mg**
en MgATP. De experimentele inductie van OGD veroorzaakte



significante vermindering van cellulaire MgATP [92] daardoor het
intracellulaire TRPM?7 blok verminderend. Aangezien meer
TRMP7 kanalen beschikbaar komen voor permeatie, zullen
intracellulaire Ca>*, [Ca®'];, stijgen. Een van de gevonden van deze
[Ca®+]; stijging zal de verhoogde ROS productie zijn in de
mitochondria. De gecombineerde [Ca*']; stijging en verhoogde
oxidatieve stress, is gunstig voor TRPM2 activatie. In dit scenario,
veroorzaakt de activatie van TRMP2 de massieve influx van Ca*"
en Na®" waarna celdood volgt. Deze uitleg is niet in conflict met
het beschermende effect geobserveerd na de siRNA inhibitie van
TRMP7 omdat de vroege [Ca”"]; stijging nodig voor het triggeren
van ROS/RNS productie niet zal voorkomen wanneer het aantal
beschikbare TRMP7 kanalen ernstig uitgedund is. Dus, zoals de
auteurs besluiten, is TRMP7 een kritieke en belangrijke speler in
OGD-gemedieerde neuronale dood. Het zal van belang zijn de
weten of de Iogp paden neuronale dood medieren in de
aanwezigheid van fysiologische en/of pathologische (lage) niveau’s
van Mg”"Dit zijn vroege dagen in de functionele karakterisatie van
TRPM kanalen, vooral in de context van complexe cellen zoals
neuronen. Onze beste experimentele pogingen en interpretaties
zijn gelimiteerd door wat we weten, en in het geval van TRPM7 en
TRPM2 is er veel te leren. We moeten weten of deze twee kanalen
heteromers vormen, welke splits varianten voorkomen in neuronale
cellen en onder welke omstandigheden deze voorkomen, de
electrofysiologische handtekening van de heteromers, en de spelers
betrokken in de modulatie en activatie van homomerische en
heteromerische kanalen. Iogp zou gemedieerd kunnen worden door
zowel TRPM7 en TRPM2. Enkel de tijd en verdere studies zullen
ons meer vertellen.

Toch, gezien dat dit een review is op een kandidaat
ontvankelijkheidsgen voor een vorm van neurodegeneratieve motor
neuron ziekte, is het resultaat dat TRPM7 betrokken is in neuronale
dood, relevant. Belangrijk is dat de recent gepubliceerde studie de
lokalisatie beschrijft van TRMP7 in synaptische terminales van
motor neuronen en zo de TRMP7 betrokkenheid aantonend
gedurende neurotransmitter release in neuromusculaire synapsen
[71] voegt verdere verklaring toe voor het overwegen van TRPM7
als een goede kandidaat voor een ontvankelijkheidsgen voor
Westerse Zuidzee ALS/PD.

TRPM7 in Guam ALS/PD

De T14821 TRPM?7 variant in Guamanische ALS/PD
In een poging om een genetische variant te identificeren die de
ontvankelijkheid voor ALS/PD aangeeft, hebben we genomische



DNA samengevoegd van ALS/PD stalen en leeftijd-gebonden
objecten [93]. We vonden een heterozygote variante van TRMP7 in
een subset van Guamanische ALS/PD gevallen die een kanaal
proteine coderen met een verkeerde mutatie, Thr'*** is vervangen
door Ile'**. Uitlijning van TRPM7 sequenties van verschillende
soorten toonde aan dat Thr'*** evolutionair geconserveerd is van
zebravissen tot mensen, behalve in muizen die serine (Ser) in deze
positie hebben.Thr en Ser zijn niet dissimilair aangezien ze allebei
gefosforyleerd kunnen worden. De evolutionaire conservatie van
Thr/Ser in deze positie suggereert dat fosforylatie van dit residu
belangrijk is en de potenti€le significantie van de Thr-naar-Ile
substitutie ondergraaft omdat isoleucine niet kan gefosforyleerd
worden. TRPM7 is een Ser/Thr a-kinase, het fosforyleert Ser en
Thr residues in a-helices. We vergeleken fosfothreonine niveaus
tussen wild-type (WT) en T14821 TRPM7 en vonden dat Thr'**
inderdaad autofosforylated is. de Thr-naar-Ile vervanging had geen
impact op TRMP7 kinase activiteit maar verhoogde de
gevoeligheid van het kanaal aan intracellulaire Mg®" blokken.
Aangezien één van de primaire functies van TRPM7 de cellulaire
import van Mg”" en Ca®*is, zullen cellen met T 14821 mogelijks
defecter geraken in deze ionen. Dit defect zal meer uitgesproken
worden in een omgeving die sterk uitgeput is aan Mg®" en Ca*” om
te beginnen, zoals gevonden in de hyperendemische ALS/PD
ziektehaarden in de Westerse Zuidzee. Het is daarom onze
hypothese, dat de 774821 variant een genetische predispositie
aangeeft aan ALS/PD. In een omgeving met normale niveaus van
Ca®" en Mg, komt geen sterk tekort voor, maar verlengde
blootstelling aan een gunstige omgeving (in dit geval, één met zeer
lage Mg*" en Ca”" niveaus) ontmaskert de verwijderende effecten
van de mutatie. De resulterende onevenwichtigheid in Mg*" en
Ca”" homeostase zou veer cellulaire processen kunnen aantasten,
waaronder die die reageren op verhoogde oxidatieve stress en die
die activatie van proinflammatoire paden activeren. Jammer
genoeg is het testen van deze hypothese niet zo simpel. TRPM7
knock-out bij muizen is embryonische dodelijk (A. Ryazanov,
personal communication). Over het algemeen, is er de bijkomende
complicatie dat Thr'**? vervangen is door Ser in de muis. We
bekijken ook andere mogelijkheden zoals het gebruik van een
DT20 kip lymfocyte cellijn met de endogene TRMP7 knocked-out
en vervangen met induceerbare T14821 TRPM7 (in samenwerking
met Drs. C. Schmitz en A. Perraud, National Jewish Medical en
Research Center), alhoewel we volledig erkennen dat dit een over-
expressie model is.Gezien de nieuw beschreven rol van TRPM?7 in
neurotransmitter release in de neuromusculaire verbinding, zal het



ook van belang zijn om te onderzoeken of synaptische transmissie
aangetast is in de aanwezigheid van T1482I, vooral gezien de
verstoring en het verlies aan neuromusculaire synaps, dat
gerapporteerd is als één van de vroegste pathologische
gebeurtenissen in ALS en zich voordat lang voor het verschijnen
van symptomen [94, 95].

Mg? tekort verhoogt oxidatieve stress

De demonstratie dat lage Mg omstandigheden een significant
verlies veroorzaakt van nigrale dopaminergieke neuronen van
ratten, steunt de notie dat neuropathologische veranderingen
zouden kunnen volgen simpelweg als een resultaat van verlengde
blootstelling aan lage Mg2 [27]. Wat is het mogelijke mechanisme
hierachter? Lage Mg”" veroorzaakt lipide peroxidatie en activatie
van NF-kB in canine primaraire cerebrale vasculaire gladde
spiercellen [59]. Lipide peroxidatie verstoort de membraan
integriteit door het beschadigen van fosfolipiden en zo verder,
verhoogt de oxidatieve stress door de productie van reactieve
bijproducten zoals lipide hydroperoxides en reactive aldehyde [60].
De peroxidatie van mitochondriale membraan lipiden kan het
ionische evenwicht in de mitochondria wijzigen, wat
mitochondriale zwellingen veroorzaakt en verhoogde productie van
ROS [96]. NF-kB activatie opgewekt door lage Mg**
omstandigheden kan proinflammatoire reacties initi€ren zoals
inductie van COX2 en iNOS in microglia, hen zo houdend in een
persistent geactiveerde staat die schadelijk is voor omliggende
neuronen. Nog een andere manier waarop lage extracellulaire
Mg*" niveaus de cel negatief kunnen impacteren is door verhoogde
Ca2+, Na', en metaal influx door TRPM7, als een resultaat van het
feit dat er minder Mg®" is om externe blokken op te dringen. We
hebben inderdaad verhoogde Mn*" influx gezien door
recombinante TRPM7 wanneer de extracellulaire Mg”" verlaagd
1s(M. Hermosura en S. Thompson, ongepubliceerde data). Metalen
zijn redox catalysten, en zullen daarom bijdragen aan de stijging in
cellulaire oxidatieve stress. Dat Mg”" gebrek veroorzaakt
mogelijke alteraties in ion fluxes en verhoogde oxidatieve stress
was ook voorgesteld door genexpressiestudies in gespeende ratten
blootgesteld aan Mg -gebrek diéten [97].

Aldus, het algemene effect van lage Mg”" is om omstandigheden te
creéren van hoge oxidatieve stress die gunstig is voor de activatie
van TRPM2, non selectieve kation kanalen die gelinkt zijn aan de
activatie van celdood paden [46, 47, 90, 98, 99].

Oxidatieve stress in Western Pacific ALS/PD



Factoren emanerend van de unieke minerale compositie van de
omgeving in de ALS/PD ziektehaarden in de Westerse Zuidzee
lopen samen met de productie van een staat van hoge oxidatieve
stress. Oxidatieve stress is meer en meer herkend als een
sleutelspeler in de initiatie en amplificatie van het ziekteproces in
vele ziektes waaronder neurodegeneratieve ziektes [100] en
onderlegd de groeiende interesse in ons kandidaatgen, TRPM?2.

TRPM2 is een ion kanaal dat geactiveerd
wordt door oxidatieve en nitratieve stress

TRPM2 kanalen zijn kation nonselectieve kanalen die in grote mate
voorkomen in de hersenen en in immuuncellen, vooral die van
monocytische atkomst [101, 102]. In een recept rapport, werd
RTPCR gebruikt om een wijdverspreide distributie te demonstreren
van TRMP2 mRNA in de CNS [103]. In situ hybridisatie studies
toonden TRPM?2 expressie aan als zijnde het hoogste in de
hippocampus, cerebrale cortex, thalamus en middenbrein [104]. Op
een cellulair niveau, werd TRPM2 gevonden in neuronale cellen en
microgliale cellen [46, 104, 105]. Zoals eerder vermeld, is TRPM2
een van de enige 3 gekende chanzymes, kanalen die intrinsiek
gekoppeld zijn aan een enzym domein. In TRPM2, is het enzym in
de C-terminal regio en is NUDT9 H toegewijd om zijn homologie
te reflecteren aan NUDT9 ADP-ribose hydrolyse [106]. Hoewel
lage niveaus van NUDT9 H enzymatische activeiten
gedemonstreerd werden, wijzen experimentele data op het feit dan
enzyme activiteit geen vereiste is voor kanaaldosering [107]. In de
plaats daarvan, wijzen studies erop dat NUDT9-H een binding site
levert voor adenine 5’-diphosphoribose (ADPR), de fysiologische
activator van TRPM2 [108]. Behalve ADPR, werden millimolaire
concentraties van B-NAD gezien om deze kanalen te activeren [90,
101]. Omwille van de hoge, non-fysiologische nodige dosissen,
werd de suggestie of B-NAD TRPM2 direct kan doseren in vraag
gesteld. In de plaats daarvan werd voorgesteld dat TRPM7
activatie door B-NAD voorkomt als een resultaat van B-NAD
breakdown in ADPR [109].

ADPR activatie van TRPM?2 is gemoduleerd door intracellulaire
Ca’" [110, 111]. Ca*", op zichzelf, kan TRPM2 niet doseren[111].
Echter, Ca”' is vereist voor basale niveau’s van ADPR om het
kanaal te doseren.. In granulocytes, was basale ADPR vastgesteld
als zijnde ~ 5 uM, en het bleef rond dit niveau zelfs na agoniste
stimulatie. Ca®>" enhanced TRPM2 activatie door ADPR. Aan een
gegeven ADPR concentratie, hogere [Ca”']; niveau’s lokken



grotere TRPM2 stromen, met een gerapporteerde ECsy van 340 nM
[110]. Het was dus voorgesteld dat APPR en Ca’" ageren in
concert, als een tweede messenger systeem, om de effecten van
agonist binding te verzachten. Het versterkende effect van Ca®" op
TRPM2 activatie zou relevant kunnen zijn in relatie met oxidatieve
stress-gemedieerde neuronale dood zoals hieronder besproken.

TRPM2 in oxidatieve stress-gemedieerde
celdood

Accumulerend bewijs suggereert dat TRPM2 een centrale rol speelt
in oxidatieve stress-gemedieerde celdood [46, 98, 99, 112]. H,0,-
gemedieerde dood van cerebrale corticale neuronen was significant
verminderd ingevolgde de siRNA inhibitie van TRPM2 [46].
Gelijkaardig was de H,O,-opgewekte toxiciteit in striatale
neuronen verzwakt door transfectie met een dominante negatieve
korte vorm van TRPM2 (TRPM2-S) alsook door een TRPM2-
specifieke siRNA inhibitie [113, 114]. In beide gevallen, volgde de
dood door een verhoging van intracellulaire Ca®" als een resultaat
van massieve Ca’" influx door TRPM2 kanalen. Hoe oxidatieve en
nitratieve stressor dit kanaal activeren, blijft controversieel
aangezien verschillende studies verschillende kandidaatpaden
ondersteunen. Toch, kunnen bestaande mogelijkheden breed
geclassificeerd worden als direct en indirect. In de vorige, doseert
H,0, het kanaal direct[91, 104]. In het indirecte pad, is de TRPM?2
activatie ADPR-gedoseerd, met oxidatieve stress die simpelweg de
productie van dit metaboliet verhoogt. Experimentele bewijzen
ondersteunen ten minste 2 verschillende mechanismes waardoor
intracellulaire ADPR geproduceerd is bij oxidatieve stress: één
gemedieerd door poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) en de
andere door productie van ADPR in de mitochondria door een B—
NAD breakdown [115,116]. Uiteindelijk is het ook mogelijk dat
verhoging van [Ca®']; opgewekt door oxidatieve stress simpelweg
de ADPR-gemedieerde activatie van TRPM2 verbetert zonder
enige toegevoegde productie van ADPR [111]. Zoals het dikwijls
het geval is, bestaand in situ omstandigheden, waaronder celtype-
specifieke metabolische factoren dicteren welk pad of welke paden
gerekruteerd zijn, en het is hoogst waarschijnlijk dat méér dan één
operationeel is in een gegeven situatie. Bijvoorbeeld, PARP
enzymatische activiteit en B—-NAD breakdown zou simultaan
kunnen gebeuren, waardoor de cytoplasmische ADPR niveaus
verhogen . Tezelfdertijd, verbetert de stijging van [Ca®']; opgewekt
door oxidatieve stress, de ADPR gemedieerde activatie van
TRPM2 kanalen. Als deze paden zouden kunnen bijdragen aan het
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creéren van een situatie waar een langdurige Ca”" influx voorkomt.

TRPM2 is doorlaatbaar voor Na* en andere kationen

We moeten echter onthouden, dat TRPM2 kation non-selectief is,
en dat andere ionen (aangedreven door hun eigen elektrochemische
drijfkracht) het kanaal langs Ca**doorlaten. Aanvoerend is Na'. De
impact van massieve Na' influx doorTRPM2 is niet voorzichtig
geschat, maar men kan vooruitzien dat het navolgen van membraan
depolarisatie een significant effect zal uitoefenen vooral in cellen
zoals neuronen en pancreatische B-cellen. Plotse grote
veranderingen in cytoplasmische Ca’" en Na" niveaus na TRPM2
activatie zouden ernstig schadelijk kunnen zijn voor een goede
mitochondriale functie. Een van deze functies — buffering van
pathofysiologische [Ca®"]; stijgingen, zoals die geévokeerd door
oxidatieve stress, zou bepaald vatbaar kunnen zijn omdat het
gedeeltelijk athankelijk is van een Na'/Ca®" exchanger in de
mitochondriale binnenste membranen [117]. Verstoring in de
exchanger functie zou ionische homeostase kunnen aantasten in de
mitochondria, zo mitochondriale zwelling veroorzakend en andere
tegengestelde effecten, waaronder het verminderen van het
half)leven van mitochondriaal geéncodeerde RNA [96, 118].
Mitochondriale zwelling is een vroeg preklinikale eigenschap in
neurodegeneratieve ziektes, waaronder ALS [119]. Wat deze thesis
sterk ondersteunt, is de recente demonstratie die hersen- en
ruggenmerg mitochondria in twee familiale ALS (SOD1) muis
modellen vertoonde met verminderde Ca®” buffering capaciteit.
Belangrijk is, dat deze vermindering zich zeer vroeg in het verloop
van de ziekte voordeed voor het begin van de symptomen [120].

TRPM2 kanalen zijn kation nonselectief en zouden daarom
transitie metalen kunnen geleiden, boven Na' en Ca*’. Inderdaad,
Mn?" permeatie werd gedemonstreerd gedurende fura-2 quench
experimenten [90]. We hebben recentelijk studies afgewerkt waar
we de zink-specifieke kleurstof, FluoZin-3 gebruikten, om Zn*t
influx te demonstreren door TRPM2 (R. Go, C. Shetler, S.
Thompson en M. Hermosura, ongepubliceerde data). Het resultaat
dat TRPM2 permeatie zou kunnen toelaten van Mn”" en Zn* is
vooral significant wanner het bekeken wordt in de context van de
mogelijke rol van TRPM2 in neurodegenerative omdat de
abnormale accumulatie van deze metalen geassocieerd wordt met
neuropathology [121]. Een seminaal verslag over ALS/Pd
rapporteerde dat de Mn?* inhoud in het ruggenmerg 10 tot 20 keer
hoger was bij ALS patiénten dan in proefobjecten. [13]. De
abnormale cellulaire accumulatie van Zn®" is gelinkt aan acute



neuronale schade door ischemie en epilepsie, alsook met
pathologische veranderingen in neurodegeneratieve ziektes [122].
Een recente herwaardering van metaal accumulatie in ALS/PD
rapporteerde significant verhoogde Zn*" niveaus in de PD
hersenstalen [123]. Gewijzigde metaal homeostase is ook
beschreven in sporadische alsook familiare ALS [124, 125]. De
juiste regeling van metaal homeostase vertrouwt op een delicaat
evenwicht tussen influx, sekwestratie door cellulaire buffer
systemen, en transport buiten de cel. Transitie metalen zijn redox-
actief, bekwaam om vrije radicale formatie te stimuleren en aldus
de cellulaire oxidatieve stress te verhogen. Daarom creéren transitie
metalen die door TRPM2 binnenkomen (en andere influx paden),
omstandigheden gunstig voor meer TRPM?2 activatie, verder het
evenwicht kantelend ten voordele van ion influx dat gedomineerd
wordt door de fysiologische abundante Ca** en Na" ionen. De
verhoging in gevolgschade in cytoplasmische Ca*" en Na* niveaus
zou mitochondria kunnen leiden tot het genereren van meer ROS,
aldus een vicieuze cirkel cre€ren die de protectieve machinerie van
de cellen zouden kunnen overweldigen.

Mitochondriale Dysfunctie in ALS

We hebben gezien dat ten gevolgde van zijn activatie, dat TRPM?2
de goede werking van het mitochondria kan aantasten.
Mitochondriale dysfunctie werd gerapporteerd als een potentiéle
bijdragende factor in sporadische en familiale ALS [118-120, 126-
129]. Jammer genoeg, werd dit onderwerp niet vroeger onderzocht
in connectie met Westerse Zuidzee ALS/PD, behalve voor één
vermelding van een mogelijk complex I tekort [130] en rapporten
van de degenererende mitochondria in ultrastructuur studies op
hersensecties van autopsie stalen en dierlijke modellen die een laag
Ca®" en Mg®" dieet gevoed kregen [22-27]. Het lijkt erop dat de
mitochondria van hersenen en van het ruggenmerg bijzonder
vatbaar zijn voor het ziekteproces in ALS. In SOD1 modellen van
ALS, was enkel verminderde Ca*" buffering capaciteit gedetecteerd
in de hersenen en het ruggenmerg, niet in lever mitochondria [120].
Mogelijke redenen voor de ongewone gevoeligheid van
mitochondria van het ruggenmerg, zijn hun significant lagere
drempels voor Ca*"-opgewekte verandering in mitochondriale
permeabiliteit transitie (MPT), verhoogde vatbaarheid aan lipide
peroxidatie, verminderde mitochondriale mRNA niveaus en
significant hogere niveaus van geoxideerde mitochondriale DNA
[131].

Somatische mutaties zouden significant kunnen bijdragen aan



mitochondriale dysfunctie.Mitochondriale DNA (mtDNA) is een
16.5-kb circulair genoom dat 13 proteinen van de
ademhalingsketting encodeert en 22 tRNAs. Het ontbreekt aan
beschermende histons en is daarom vatbaarder voor oxidatieve
schade dan nucleaire DNA. De hoge oxidatieve status in dit
organel wordt verwacht om zwaar meerdere mutaties te
favoriseren. Verhoogde frequenties van mtDNA mutaties werd
gerapporteerd in sporadische ALS en andere neurodegeneratieve
ziektes [118, 127, 132]. Het werd voorgesteld dat deze mutaties de
complexe IV activeit van het elektron transport ketting (ETC)
verminderen. MtDNA van ALS subjecten doorgezet naar mtDNA-
verbruikte menselijke neuroblastoma cellen, veroorzaakte
abnormale ETC functie, verstoorde Ca*" homeostase, en
wijzigingen in de mitochondriale structuur [133]. We hebben
recent mtDNA samengetrokken van ALS/OD en vonden
somatische mutaties in het lichte strand promoter (LSP) regio in
mitochondriale DNA of hersenweefsel van zowel PD [134] als
ALS patiénten [R. Garruto et al., ongepubliceerde data]. De LSP
oefent invloed uit op de regulatore controle over mitochondriale
transcriptie en replicatie. Zijn cruciale rol in het onderhoud van de
stabiliteit van de mitochondriale genomen impliceert dat de
mutaties in de LSP schadelijk zouden kunnen zijn voor goede
mitochondriale functies.

Het wordt voorgesteld dat mitochondria zouden kunnen ageren als
zowel doel en trigger in sporadische en familiale ALS [135]. De
schijnbaar functionele connectie tussen TRPM2 en mitochondria,
ondersteunt deze suggestie. Plotse verhoging in cytoplasmische
Ca’" en Na" gemedieerd door TRPM2 die routinematig zou kunnen
behandeld worden door normaal functionerende mitochondria zou
schadelijk kunnen zijn voor mitochondria waar somatische
mutaties dysfunctionele ETC activeiten veroorzaakt hebben, of
waar lipide peroxidatie het membraan integriteit heeft aangetast,
daardoor het organel veel minder bekwaam maken in het
behandelen van ion onevenwichtigheid. Het is mogelijk dat hogere
niveaus van ROS geproduceerd worden in deze situaties, zo
persistente TRPM2 activatie veroorzakend, en langdurige massieve
Ca”" en Na' influx, die het cellulaire buffering systeem zou kunnen
overweldigen. De zelf-onderhoudende cyclus van oxidatieve
stress, [Ca”"]; verhogingen, verhoogde ROS, en verhoogde TRPM2
activatie, zou verantwoordelijk kunnen zijn voor het genereren van
langdurige Ca”*" influx. In de aanwezigheid van dysfunctionele
mitochondria met verminderde Ca®" buffering capaciteiten,
abnormaal hoge Ca”" zal accumuleren. Deze serie van



gebeurtenissen kan de abnormale accumulatie van Ca**
geobserveerd in het cytoplasma en mitochondria in de hersenen en
ruggenmergweefsels in ALS/PD beinvloeden, en de andere
klinikale varianten van ALS [19, 23, 136]. Motor neuronen zijn
uiterst gevoelig aan Ca>" overload door een lage cytosolische Ca*"
buffering capaciteit [119, 137]. Het is daarom raadzaam om aan te
nemen dat oxidatieve stress en persistente activatie van TRPM2
kanalen in motor neuronen, uiterst schadelijk zal zijn. De recente
demonstratie dat L-BMAA-opgewekte cytotoxische effecten,
[Ca™"]; verhogingen, en ROS productie waren substantieel groter in
motor dan in andere spinale neuronen, ondersteunt sterk deze
hypothese [44]. Belangrijk is het resultaat dat L-BMAA een
substantiéle [Ca®"]; verhoging veroorzaakte en ROS productie in
motor neuronen, gunstige condities voor TRPM2 activatie,
suggereert een mogelijke rol voor TRPM2 in L- BMAA
gemedieerde neurotoxiciteit. TRPM?2 functie in motor neuronen,
vooral in de aanwezigheid van L-BMAA en andere oxidatieve
stressors, is een uiterst belangrijk onderwerp voor toekomstig
onderzoek..

Immuun betrokkenheid in ALS: TRPM2 In

Microglia

Er is een stijgend bewijs dat de degeneratie en dood van motor
neuronen in sporadische en familiale ALS niet gelimiteerd is tot
pathogene processen in de neuronen zelf, maar dat er een immuun
component betrokken is, bijgedragen door buurcellen, vooral
microglia, de residente immunocompetente cellen in de CNS [138-
144]. Microglia levert vroege respons naar hersenschade door het
vrijlaten van proinflammatoire cytokines en toxische factoren zoals
nitric oxide (NO), H,O,, en ROS. Geactiveerde microglia zijn
fagocytair, bezitten uitgebreide migratoire vermogens en zijn
geobserveerd in het ventrale hoorn van het ruggenmerg van ALS
patiénten [145]. Microgliale activiteit was niet onderzocht in
connectie met ALS/PD uit de Westerse Zuidzee, hoewel schade in
humorale en cellulaire immuniteit gerapporteerd waren [146, 147].
TRPM?2 is in hoge mate aanwezig in microglia en nog belangrijker,
wordt het voorgesteld dat TRPM2 betrokken is in microgliale
activatie gedurende oxidatieve stress [104]. In afwezigheid van
informatie over microgliale activatie in ALS/PD, zullen we
bespreken wat er gekend is over dit onderwerp in familiale en
sporadische ALS.

Studies in sporadische ALS en in muismodellen van familiale ALS



Suggereren dat immuunevents voorkomen in een zeer vroeg
stadium in het ziekteproces. Microgliale proliferatie en activatie
bleek voort te gaan en bij te dragen aan neuronale dood [141].
Proinflammatoire factoren, vermoedelijk afgescheiden door
microglia, werden opgemerkt in een vroeg stadium, wanneer geen
ander motor neuronen verlies al gebeurd was. Cerebrospinale
vloeistof (CSF) in sporadische en familiale ALS bevat cytotoxische
factoren [142], waaronder 4-hydroxynonenal (4-HNE), een
reactieve aldehyde bijproduct van lipide peroxidatie [143]. Het
wordt hoe langer hoe meer duidelijk dat interacties tussen motor
neuronen en omliggende gliale cellen integraal zijn voor ALS
pathogenese [138-140, 148-150]. Bijvoorbeeld, een studie die het
G93A SOD1 model van familiale ALS rapporteert dat de ziekte
alleen gevolgschade geeft wanneer de mutatie voorkomt in zowel
menselijke glioblastoma en neuroblastoma cellen, niet wanneer het
voorkomen beperkt was tot eender welk celtype [148]. Een andere
studie gebruikte een celcultuur systeem om motor neuron toxiciteit
aan te tonen opgewekt door lipopolysaccharide (LPS)-geactiveerde
microglia [149]. Toxiciteit leek veroorzaakt door microgliaal-
opgewekte oxidatieve/nitratieve stress die een Ca®" influx pad
activeert, omdat het verhinderd was door een microgliale
opwekbare nitriet oxide synthase (iNOS) inhibitor, de verwijdering
van extracellulaire Ca®", of door de toevoeging van catalase of
gluthathione. Uiteindelijk werd definitieve betrokkenheid van
microglia in het ziekteproces van familiale ALS aangetoond door
het gebruik van transgenische muizen met verwijderbare mutante
SOD1 [139]. ‘Het naar beneden brengen van’ mutante SOD1
expressie in motor neuronen vertraagde het startpunt van de ziekte
en een vroege progressie aanzienlijk. Het gebruik van dezelfde
manipulatie voor microglia taste het startpunt van de ziekte niet
aan, maar vertraagde later aanzienlijk de progressie van de ziekte,
en verlengde de algemene overlevingstijd, was suggereerde dat
microglia met mutante SOD1 het ziekteproces accelereert.

Microgliale activatie is gemedieerd door verhogingen in
cytoplasmische Ca”" afkomstig van intracellulaire bronnen en van
de extracellulaire omgeving [104, 151]. TRPM2 kanalen toonden
dat ze significant bijdagen aan het laatste. Belangrijks is dat
TRPM2 in geactiveerde microglia de verhoogde gevoeligheid aan
H,0, [104] vertoonden. Geactiveerde microglia, daarentegen,
proceduren zelf H,O; (een proces dat ademhalingsvlaag noemt).
Daarom zal de verhoogde gevoeligheid van TRPM2 aanH,0; in
geactiveerde microglia waarschijnlijk dienen als een positief
feedback signaal, zo de TRPM2 activatie nog meer promotend, en



langdurige Ca®" en Na" influx — condities die microglia in een
verlengde geactiveerde staat kunnen houden. Zo een voorkomen
zal oxidatieve stress genereren in buurneuronen en glia. Het
gecombineerde effect van oxidatieve stress, en vervolgens TRPM2
activatie, en drastische verhoging van cellulaire Ca*" en Na”
niveaus zal voornamelijk schadelijk zijn voor motor neuronen door
hun onvermogen om enorme cytoplasmische Ca>" veranderingen te
bufferen. Abnormale Ca®" accumulatie in motor zenuw terminals in
ALS verleent steun aan dit mogelijke scenario [152] en aan de
hypothese dat verhoogde intracellulaire Ca®" getriggered door
immuun mechanismes betrokken is in motor neuron celdood in
ALS [153]. Dichte populaties van microglia zijn gerapporteerd
aanwezig in de hippocampus, olfactorius telencephalon, basale
ganglia en substantia nigra [154]. De redenering volgen die
hierboven gepresenteerd werd, kunnen we veronderstellen dat deze
hersenregio’s vatbaarder zijn voor schade door het verlengde
microgliale activatie. Het selectieve verlies van nigrale cellen na
verlengde blootstelling aan lage Mg®" ondersteunt deze
mogelijkheid [27]. Verhoogde oxidatieve stress en NF-kB activatie
aangebracht door lageMg”" zou persistente microgliale activatie en
nigrale celdood kunnen veroorzaken.

Het is zeker waarschijnlijk dat andere Ca®" influx paden zoals
AMPA/Kainate en glutamate receptoren ook betrokken zijn.
Hoewel, de directe relatie evident in de ‘microglia-oxidatieve stress
— motor neuron TRPM2 - Ca®" influx pathway’ een waarschijnlijke
hypothese lijkt te zijn voor het uitleggen van de relatie tussen
microglia en motor neuronen en immuun betrokkenheid in de
pathogenese van ALS [155, 156].

Andere intrigerende aanwijzingen naar
TRPM2 betrokkenheid in ALS/PD

B-amyloide peptides
Deze peptiden zijn gelinkt aan de etiologie van AD en werden ook
gevonden in ALS/PD. Een recente studie rapporteerde dat -
amyloide activiteit gemedieerd is door TRPM2 kanalen[111].
Diabetische perifere neuropathie in ALS/PD en de rol van
PARP activatie
In 1997, werd een mogelijke relatie tussen diabetes mellitus en
ALS/PD is Guam opgemerkt [130]. Een studie gepubliceerd in
1999 rapporteerde dat perifere neuropathie een manifestatie zou
kunnen zijn van ALS/PD uit Guama [157]. De activatie van
poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) werd recent geidentificeerd
als een belangrijk mechanisme dat achter perifere diabetische
neuropathie zit [ 158]. PARP actie werd ook geidentificeerd als één




van de belangrijke paden waarbij oxidatieve stress TRPM2 kanalen
activeert [115] zo suggererend dat Ca*" influx via TRPM2
betrokken zou kunnen zijn in perifere diabetische
neuropathie.Belangrijk is, dat deze resultaten sterk de suggestie
ondersteunen dat ALS/PD uit Guam een multisysteem ziekte is met
een subklinische betrokkenheid van het perifere zenuwsysteem en
dat ongeregelde TRPM2 activatie, misschien door hoge oxidatieve
stress, een sleutel etiologische factor zou kunnen zijn.

TRPM2 mutanten in ALS/PD

Sequentie analyse van TRPM?2 ontsluierde de aanwezigheid van 3
varianten geassocieerd met ALS/PD. De resultaten worden
geschreven voor publicatie en zullen niet in dit verslag behandeld
worden.

Grote inspanning en gigantische resources zijn toegewijd aan de
studie van Westerse Zuidzee ALS/PD. De substanti€le hoeveelheid
aan neuropathologische, klinische en epidemiologische data
gegenereerd over de jaren heen, vertegenwoordig een schatkist aan
nuttige informatie en aanwijzingen die geanalyseerd en
geinterpreteerd zouden kunnen worden samenlopend met meer
recente studies over sporadische en familiale ALS. Het wordt
algemeen aangenomen dat de verschillende klinische varianten van
ALS, waarschijnlijk gelijkaardige moleculaire pathogenische
mechanismes delen, en dat van deze, de superioriteit van bewijs de
betrokkenheid bewijst van oxidatieve stress, mitochondriale
dysfunctie, afwijkende Ca*" homeostase, en immuun mechanismes,
vooral gemedieerd door geactiveerde microglia.

Krachtens hun activatie en permeatie eigenschappen en het feit dat
ze voorkomen in motor neuronen en microgliale cellen, stellen we
TRPM7 en TRPM?2 voor als kandidaat ontvankelijkheid genen in
ALS/PD, en misschien ook voor sporadische ALS. TRPM7 en
TRPM2 kanaal activiteiten zijn intergeconnecteerd met de
belangrijke factoren verdacht van betrokkenheid in deze ziektes —
afwijkende Ca”" en Mg®" homeostase, mitochondrialedysfunctie,
oxidatieve stress, en inflammatoire antwoorden. Het kan daarom
gehypothekeerd worden dat genetische varianten van deze kanalen
sommige of alle van de verdachte mechanismes kan aantasten, en
aldus bijdragen aan het ziekteproces. Terwijl er zekere conjecturen
en veronderstellingen zijn gebaseerd op middellijk bewijs, hopen
we toch dat we twee veelbelovende doelen geidentificeerd hebben



voor verder onderzoek.
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