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1. Einleitung

Kalzium (Ca?*) ist in eine Vielzahl intrazellularer Signalkaskaden involviert.
Beispielsweise hat ein postsynaptischer Kalziumeinstrom Auswirkungen auf die
neuronale Proteinbiosynthese und fuhrt dazu, dass neue synaptische Verschaltungen
entstehen, die das Langzeitgedachtnis beeinflussen (Weislogel et al. 2013).
Gleichzeitig kann eine erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration den
programmierten Zelltod einleiten (Hajnoczky, Davies, and Madesh 2003). Diese
beiden Beispiele verdeutlichen, dass die Kalziumhomoéostase auf zellularer Ebene

streng kontrolliert werden muss.

Die eukaryotische Zellmembran (Plasmamembran) ist lipophil und semipermeabel.
Fir geladene lonen wie Ca?* ist die Zellmembran undurchlassig. Ein kontrollierter
Transmembran-Kalziumtransport wird durch Kanale ermdglicht, die bei Offnung fiir
Kalzium durchlassig sind. Calcium release-activated Calcium (CRAC) Kandle bilden
eine Gruppe dieser membranstandigen Kalziumkanéle. Die Kanalpore wird durch die
funktionelle Untereinheit ORAIL calcium release activated calcium-channel protein 1
gebildet (Prakriya et al. 2006).

Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist in jeder eukaryotischen Zelle, aul3er bei
reifen Erythrozyten, vorhanden. Es durchzieht und verbindet als reich verzweigtes
Netzwerk den Grol3teil des intrazellularen Raumes (Porter, Claude, and Fullam 1945).
Zu den Aufgaben des ER zahlen Faltung von Proteinen, Translation, posttranslationale
Modifikation von Proteinen, Proteintransport von membranstdndigen und
sekretorischen Proteinen, sowie Membranbildung bei der Mitose. Das ER-Lumen dient

zusétzlich als intrazellulares Kalziumdepot (Henkart, Reese, and Brinley 1978).

In dieser Arbeit wurde das ER-membranstandige Protein
Stromal interaction molecule 1 (STIM1) untersucht. Es ist ein Sensorprotein flr den
ER-Kalziumvorrat und wandert bei Vorratsdepletion zu ER-Plasmamembran
Schnittstellen. Dort bindet und 6ffnet STIM1 CRAC-Kanéle in der Zellmembran und es

folgt ein Kalziumeinstrom in die Zelle. (Luik et al. 2008)

STIM1 besitzt im ER-Lumen ein Helix-Loop-Helix-Motiv (EF-Hand motif) mit

geladenen Aminoséauren, die in der Lage sind, konzentrationsabhéngig Kalziumionen



zu binden. Sinkt die ER-Kalziumkonzentration, trennt sich das gebundene Kalziumion
von der EF-Hand, die durch anschlieBende Konformationsanderung STIM1
oligomerisiert. STIM1 6ffnet anschlieRend den CRAC-Kanal an der Zellmembran und
es folgt ein Kalziumeinstrom nach intrazellular. STIM1 besitzt in der Nahe der
kanonischen EF-Hand zwei hochkonservierte Cysteine an Stelle 49 und 56.

Diese hochkonservierten Cysteine scheinen fir die Konformationsanderung des
STIM1 eine essentielle Rolle einzunehmen und dadurch einen Einfluss auf die
intrazellulare Kalziumkonzentration zu haben (Hawkins et al. 2010; Prins et al. 2011).
Hawkins et al. beschrieb, dass es durch C56A-Mutation, sowie der C49/C56A-
Doppelmutation zu einer konstitutiven Aktivierung des STIM1 Proteins gekommen ist
(Hawkins et al. 2010). Prins et al. hingegen postulierte ein Jahr spater kontrér, dass
durch C49/C56A Mutation eine erniedrigter STIM1 Aktivierung resultierte (Prins et al.
2011). Ziel dieser Arbeit war es, die Diskrepanz zwischen Prins et. al sowie Hawkins

et. al aufzuldsen.

In dieser Arbeit wurden STIM1 Mutanten hergestellt, deren Cystein an Stelle 49 und
56 durch Methionin ersetzt wurde (C49M und C56M). Diese Mutanten wurden
anschlieBend in Zellen transfiziert, die einen STIM1 -/- (knockout) oder STIM2 -/-
besitzen. Durch ein mcherry-Tag sollten Unterschiede in der Proteinbewegung bei
Store-Depletion und Oligomerisierung erforscht werden. Weiterhin sollte mithilfe eines
fluoreszierenden Kalziumkomplexbildners die intrazellulare Kalziumkonzentration

erforscht werden.



2. Literaturdiskussion

2.1. Kalziumfunktion in eukaryotischen Zellen

Kalzium-lonen (Ca?*) sind Kationen mit doppelt positiver Ladung. Bestimmte Proteine
sind in der Lage, Ca?* zu binden. Ebenso wie Kalzium ist Phosphat ein oft erwahnter
Modulator von Proteinfunktionen (Westheimer 1987). Beiden Stoffen ist gemeinsam,
dass durch lokale Ladungsverschiebung an den bindenden Proteinstrukturen die
Proteinmorphologie und Funktion beeinflusst werden kann. So kann beispielsweise
die Enzymaffinitat zu Substraten gesteigert, oder gehemmt werden. Die ionische
Bindung von Kalzium an sensitive Zielproteine ist ein universeller Mechanismus zur
Signaltransduktion (Clapham 2007). Um sich den standig wechselnden
Umweltbedingungen anpassen zu koénnen, sind Signalwege etabliert worden, die eine
Kommunikation zwischen Extrazellularraum (EZ) und Intrazellularraum (1Z) erlauben.
Intrazellulare Kalziumdepots, wie das endoplasmatische Retikulum (ER),
Mitochondrien, der Golgi-Apparat und Lysosomen sind mit einer Vielzahl von
intrazellularen Signalkaskaden verschaltet. In diesen Kompartimenten liegt Kalzium in
unterschiedlichen Konzentrationen vor (s. Abb. 1) (Vasington et al. 1972; Christensen,
Myers, and Swanson 2002; Pedriali et al. 2017). Kalziumkonzentrationsanderungen

[Ca2+

]EZ

585 %azqm =0,3mM-1mM
@

)

Abbildung 1: Kalziumkonzentrationsunterschiede entlang eukaryontischer Zellmembranen. Es
bilden sich Konzentrationsgradienten aufgrund unterschiedlicher Kalziumkonzentrationen wie
extrazellular [Ca?'Jez, der sehr niedrigen zytosolischen Kalziumkonzentration [Ca?*]zy: und den
intrazellularen Kalziumdepots wie bspw. das Endoplasmatische Retikulum Ca?*]er, die Lysosomen
[Ca?*]Lys, oder das Mitochondrium [Ca?*].



im Zytosol regulieren den Zellmetabolismus und starten physiologische Prozesse wie
Enzymsekretion, Zellbewegung, Muskelkontraktion oder Transkription (Berridge, Lipp,
and Bootman 2000). Veranderungen der zytosolischen Ca?*-Konzentration sind ein
wichtiges Kommunikationsinstrument fiir extrazellulare Vorgange. Schnelle Ca?*-
Oszillationen mit hoher Amplitude, hervorgerufen durch das Offnen
spannungsabhéangiger Ca2*-Kanale, fiihren zu einer schnellen Signalantwort, wahrend
basale Ca?" Veranderungen eine langsamere und bestandigere Antwort durch
Veranderungen der Proteinbiosynthese ermdglichen (Berridge, Bootman, and
Roderick 2003).

2.2. Kalziumstrome tUber Zellmembran und ER

Konzentrationsunterschiede verschiedener Teilchen, die durch eine semipermeable
Membran  getrennt  werden, fihren  aufgrund der  unterschiedlichen
Diffusionsmoglichkeit zu einem Konzentrationsgradienten tber der Membran. Wenn
es sich um geladene Teilchen (lonen) handelt, resultiert zusétzlich eine elektrische
Spannung. Zusammengefihrt ergibt sich hieraus ein elektrochemischer Gradient Gber
den semipermeablen Zellmembranen eukaryotischer Zellen: das Membranpotential.
Das Membranpotential ist die treibende Kraft fur den Einstrom oder Ausstrom
verschiedener lonen wie Kalzium, Chlorid, Kalium oder Natrium (Lassen and Sten-
Knudsen 1968). Durch die Patch-Clamp-Technik kénnen lonen
Konzentrationsanderungen an Zellmembranen detektiert werden (Hamill et al. 1981).
Anderungen der intrazellularen Kalziumkonzentration kénnen beispielsweise mithilfe
eines fluoreszierenden Kalziumkomplexbildners sichtbar gemacht werden (Hagen et
al. 2012).

Um den Kalziumtransport entlang der semipermeablen Membran zu ermdglichen,
transportieren porenbildende transmembrane Proteinstrukturen Kalzium selektiv Gber
die Zellmembran. Hierzu zahlen die Plasmamembran-ATPase (PMCA), die durch
aktiven Transport zwei Kalzium pro Adenosintriphosphat (ATP) in den EZ pumpt,
sowie die Sarko-Endoplasmatische Retikulum ATPase (SERCA), die ein Kalzium pro
ATP in das ER pumpt. Ein weiterer Mechanismus ist der sekundar aktive Transport,
der ein lon in Richtung seines elektrochemischen Gradienten beférdert und die dabei
entstehende kinetische Energie nutzt, um ein lon entgegen seines elektrochemischen

Gradienten auf die andere Membranseite zu transportieren. Hierzu zahlen
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beispielsweise der Na*/Ca?*-Austauscher (NCX), der drei Na* im Austausch gegen ein
Kalzium befordert, oder der Na*/Ca?*-K*-Austauscher (NCKX), der vier Na* im
Austausch fir ein Kalzium und ein Kalium befordert (Clapham 2007). Wahrend die
ATPasen in erster Linie fur das sehr niedrige intrazellulare Kalziumniveau
verantwortlich sind, sorgen NCX und NCKX fir schnelle Potentialanderungen, wie sie
beispielsweise bei Aktionspotentialen von Neuronen entstehen (Hilgemann et al.
2006). Ein Kalziumeinstrom in das Zytosol kann von extrazellular und aus den
intrazellularen Kalziumspeichern hervorgerufen werden. Auch hierfir sind
Kalziumkanale verantwortlich. Im Falle der Zellmembran gibt es beispielsweise
spannungsabhangige Kalziumkanéle (CaV), ligandenaktivierte Kalziumkanéle (z.B. im
ER) oder auch Ca?*-release-activated-Ca?*-Kanale (CRAC-Kanal) mit der Untereinheit
ORAIL.

Neben den oben genannten Kalziumkanélen gibt es noch weitere Kanale, die einen
Einfluss auf die Kalziumhomdostase haben, wie der Kalziumaktivierte Kaliumkanal
(BK-Kanal), der eine wichtige Rolle in der synaptischen Verschaltung, insbesondere
der prasynaptischen Depolarisation hat (Vergara et al. 1998). Bis dato konnten viele
verschiedene Subtypen dieser exemplarisch beschriebenen Kandle differenziert
werden.

Eine Aktivierung Gg-Protein-gekoppelter Rezeptoren aktiviert die Phospholipase C
(PLC), die wiederum Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) spaltet. IP3 aktiviert den ER-standigen IPs-
Rezeptor und fuhrt zu einem Kalziumeinstrom in das Zytosol. Die Vorratsentleerung
des ER fihrt anschlieend zu einem massiven Einstrom uber Plasmamembran-
standige CRAC-Kandle (Clapham 2007). Dieser initiale intrazellulare Kalziumanstieg
fuhrt dann zu einem selbstverstarkenden Prozess, der hauptséchlich durch das ER
Uber Ryanodinrezeptoren (RyR) getragen wird.

Mitochondrien puffern ER-Ca?* Strome in das Zytosol ab und sind in die CRAC-Kanal-
Aktivierung involviert. Durch ihre engen Verknipfungen mit dem ER (Rizzuto et al.
1998), kann die mitochondriale Kalziumpufferung zu einer verstarkten ER-
Vorratsentleerung fuhren und so die CRAC-Aktivierung verstarken (Gilabert,
Bakowski, and Parekh 2001). In Erganzung dazu kann ein mitochondrialer
Kalziumausstrom zu erhdhter Kalziumaufnahme in das endoplasmatische Retikulum
fuhren und die CRAC-Aktivierung verringern (Parekh 2008). Mitochondriale
Kalziumaufnahme erhoht die Produktion von reactive oxygen species (ROS), die eine

Kalziumaufnahme (Bootman, Taylor, and Berridge 1992; Huddleston et al. 2008) und
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-abgabe durch das ER beeinflussen (Kaplan et al. 2003; Ihara, Kageyama, and Kondo
2005).
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Abbildung 2: Kalziumstréme entlang von eukaryotischen Zellmembranen. (A) Das niedrige
zytoplasmatische Kalziumniveau wird bei ca. 100 nM hauptséchlich durch aktiven Transport der PMCA
und SERCA gehalten. Der NCX und NCKX sind weitere wichtige Regulatoren fir die intrazellulare
[Ca?*]. [Ca?*]-Anstieg hyperpolarisiert viele Zellen durch Offnung von K*- oder CI- Kanalen. (B) In
exzitatorischen Zellen filhrt eine Zellmembrandepolarisation oder eine extra- oder intrazellulare
Ligandenbindung zur Offnung von spannungsabhangigen oder ligandenabhangigen Kalziumkanalen,
aus (Clapham 2007).

2.3. CRAC-Kanal mit porenbildender Untereinheit ORAIL

Kalziumkanale, die fir den kapazitiven Kalziumeinstrom verantwortlich sind, werden
durch intrazellulare Kalziumdepletion aktiviert. Dies fiihrt zur Namensgebung der Ca2*-
release-activated-Ca2* -Kandle (CRAC-Kanale). Der Kalziumeinstrom durch CRAC-
Kanadle wird store-operated Ca2?* entry (SOCE) und die -elektrophysiologisch
gemessene Potentialanderung Ca?* release-activated calcium current (Icrac) genannt.
Hauptsachlich zwei Zellorganellen, das endoplasmatische Retikulum und die
Mitochondrien, modulieren die Aktivitdt des SOCE (Parekh and Putney 2005). Ein
wichtiger Bestandteil der T-Zell Aktivierung ist die durch den T-Zell-Rezeptor
hervorgerufene Erhohung des intrazellularen Ca?* -Spiegels. Hierbei wird Ca?* Gber
IPs und Ryanodinrezeptoren aus den intrazellularen Speichern, wie beispielsweise
dem ER, bereitgestellt. Die konsekutive Entleerung der ER-Ca?*-Speicher fihrt
wiederum zu einem verlangerten Ca?* Einstrom (ber membranstandige CRAC-

Kandale. Zu damaliger Zeit wurde vermutet, dass es neben der bereits bekannten 1Ps-



Kaskade weitere Ruckkopplungen zwischen ER und Plasmamembran geben muss,
die bis dato jedoch noch nicht ndher beschrieben werden konnten (Lewis 2001; Putney
et al. 2001).

CRAC-Kanale spielen eine essentielle Rolle in T-Lymphozyten und Mastzellen, in
denen sie bei Antigen- oder Allergiekontakt einen Kalziumeinstrom bewirken und zur
T-Zell-Aktivierung und Mastzelldegranulation fuhren (Feske et al. 2001; Feske et al.
2005; Vig et al. 2008; Partiseti et al. 1994).

Den entscheidenden Hinweis zum weiteren Aufbau des CRAC-Kanals liefert eine
Punktmutation in einem Protein, welches ORAI1 genannt wird. Eine homozygote
Punktmutation von ORAI1 in Patienten mit schwerem kombinierten Immundefekt
(SCID) fuhrt zu verringertem Icrac. Dies flhrt zu geringerer Bildung des
Transkriptionsfaktors nucleor factor of activated T-cells (NFAT), was in einer
geringeren Immunantwort resultiert (Feske et al. 2006). ORAI1 ist die porenbildende
Untereinheit des CRAC-Kanals. Es st ein Zellmembranprotein mit vier
Transmembransegmenten (Zhou, Ramachandran, et al. 2010; Hogan and Rao 2007).
ORAIL ist auf zytoplasmatischer Seite spitz zulaufend geformt. Die intrazellulare
Doméne reicht 100 A (10nm) in das Zytosol (Maruyama et al. 2009).

ORAI1 liegt in inaktiver Form auf der Zellmembran in Dimeren vor. Die Anzahl der
ORAI1-Untereinheiten, die fur einen vollstindigen CRAC-Kanal benétigt werden,
wurde kontrovers diskutiert. Penna et al. machte die Beobachtung, dass ein
funktioneller CRAC-Kanal aus einem Tetramer an ORAI1 bestand, das aus zwei
ORAI1-Dimeren gebildet wurde (Penna et al. 2008). Unterstiutzend postulierten
Mignen, Thompson und Shuttleworth 2008, dass bei elektrophysiologischen
Messungen via Patch-Clamp maximale CRAC-Kalziumstrome bei ORAI1-Tetrameren
gemessen wurden (Mignen, Thompson, and Shuttleworth 2008). Im Kontrast dazu
stehen die stéchiometrischen Erkenntnisse von Yen, Lokteva und Lewis aus 2016, die
eine hexamerische Form von ORAIl-gebildeten CRAC-Kanélen postulierten (Yen,
Lokteva, and Lewis 2016).
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Abbildung 3: Proteinstruktur der CRAC-Kanal Untereinheit ORAI1. ORAI1 besitzt vier
Transmembrandoménen (S1-S4). N-Terminus und C Terminus mit einer coiled-coil Sequenz befinden
sich im Zytosol, aus (Maruyama et al. 2009).
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Abbildung 4: Funktioneller Aufbau eines CRAC-Kanals. Ein CRAC-Kanal wird nach Yen et al. durch
6 Untereinheiten ORAIL generiert und bildet ein kontinuierliches hexametrisches Polypeptid an der
Plasmamembran. Verbunden sind die ORAI1-Plasmide durch spezifische Aminosauresequenzen (Yen,
Lokteva, and Lewis 2016). Der Aufbau des CRAC-Kanals wurde sehr kontrovers diskutiert. Alternativ
wurde ORAI1 in aktiver Form auch als Tetramer beschrieben, aus (Penna et al. 2008).

2.4. Ist STIM1 ein Tumorsuppressorgen oder ein ER-standiger

Kalizumsensor?

Das ER-standige Protein Stromal interaction molecule 1 (STIM1), wurde nach seiner
Entdeckung anfanglich God only knows (GOK) genannt, da seine Funktion nicht erklart
werden konnte. Parker et. al entdeckte STIM1 auf dem humanen Chromosom 11p15.5
und brachte es mit verschiedenen padiatrischen Tumorerkrankungen in Verbindung
(Parker et al. 1996). Im selben Jahr wurde das homologe Maus-Stiml als
zelloberflachenbindendes Genprodukt bei h&matopoetischen Vorlauferzellen
entdeckt. Oritani and Kincade et. al beobachteten eine Forderung der adaptiven
Immunitat durch klonale Expansion (Oritani and Kincade 1996). Sabbioni et al.
beobachtete nach Transfektion von STIM1-cDNA bei vorheriger STIM1-Defizienz
einen induzierten Zelltod, weshalb STIM1 eine Funktion als Tumorsuppressorgen
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zugeschrieben wurde (Sabbioni et al. 1997). Verwandte Proteine von STIM1 sind das
Schwesterprotein STIM2, welches ebenfalls ubiquitar in Vertebraten exprimiert wird
und das Drosophila-Stim (D-Stim) in Drosophila melanogaster (Williams et al. 2001).
Das ca. 90 kDa grofRe humane STIM1-Molekul wird ubiquitér in verschiedenen Zellen
exprimiert. STIM1 wird posttranslational vor allem an Serinresten phosphoryliert und
N-glycosyliert, was eine STIM1-Modulation ermdglicht (Manji et al. 2000). STIM1 wird
in vivo an Serinresten phosphoryliert (Maniji et al. 2000).

Die Entschlisselung der strukturellen Proteindomanen des STIM1 fihrte Schritt fur
Schritt zur heutzutage weitestgehend unbestrittenen These, dass STIM1 ein ER-
standiger Kalziumsensor ist und eine zentrale Rolle fur die intrazellulare
Kalziumhomoostase einnimmt (siehe Kapitel 2.5).

STIM1 und STIM2 unterscheiden sich durch eine differenzierte kalziumbindende
Domane mit unterschiedlicher Kalziumaffinitat (Stathopulos, Zheng, and lkura 2009;
Brandman et al. 2007).

STIM2 reguliert die Funktion von STIM1 durch heterotypische Proteininteraktion,
indem es den zytoplasmatischen C-Terminus von STIM1 moduliert und aktiviert
(Subedi et al. 2018). STIM1 und STIM2 unterscheiden sich morphologisch durch eine
unterschiedliche N-terminale intraluminale Domane und eine C-terminale
zytoplasmatische Doméane. Wenn man die N-terminale Doméane von STIM1 durch die
N-terminale Doméane von STIM2 ersetzt, fuhrt dies zu verringertem SOCE und
verringerter ORAIL1 Aktivierung. Tauscht man die N-terminale Domane von STIM2
durch die von STIM1 aus, fuhrt dies zu erhdhtem SOCE und vermehrter Aktivierung
von ORAIL (Zhou et al. 2009).

_] high homology region Ivariable regions J

sTiM1 N- [l cer [ ner Jlsam] T[] cor Tec2] [N -C
sTIM2 N- [ cer ] ner Jlsam] ] ccr Tecz[ TN

intraluminal domain I cytoplasmic domain ]

Abbildung 4: Proteinstruktur von STIM1 und STIM2. Die kalziumsensible EF-Hand von STIM1 und
STIM2 kann unterschiedlich gefaltet sein. cEF steht fiir canonical EF-Hand, hEF fur hidden EF-Hand.
Anschlie3end folgt das sterile alpha motif (SAM), welches wichtig fiir die Oligomerisierung der STIM-
Monomere ist. Diese Strukturen befinden sich im ER-Lumen. Nach der transmembranen Domane folgen
zwei Coiled Coil-Strukturen, die sich bei STIM1-Oligomerisierung ebenfalls zusammenlagern. Die
Variablen Regionen der Proteine sind in rot und griin gehalten. Es kann hierbei zwischen einer Prolin-
reichen (P) und einer Lysin-reichen Region (K) weiter differenziert werden. Im Bereich des rot gefarbten
Abschnitts auf ER-Seite des STIM1 befinden sich die Cysteine C49 und C56, Variation einer Abbildung
aus (Zhou et al. 2009).
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2.5. STIM1-Aktivierung durch homotypische Proteininteraktion

Bei geflllten Kalziumspeichern des ER bindet die kalziumbindende Doméane von
STIM1, die EF-Hand, ein Kalziumion. Kommt es zu einer Vorratsdepletion im ER,
dissoziiert das Kalziumion von der EF-Hand. Kalziumverlust der EF-Hand resultiert in
einer Konformationsanderung von STIM1 und der Zusammenlagerung mit weiteren
STIM1 Molekulen. AnschlieBend transloziert STIM1 zu Plasmamembran-ER
Schnittstellen und bildet dort sogenannte Punctae (Zhang et al. 2005). STIM1 liegt
wahrend der inaktiven, kalziumgebundenen Form als Dimer vor (Covington, Wu, and
Lewis 2010).

In mit Ca?* gefillten ER-Kalziumspeichern verbleibt STIM1 in seiner inaktiven Form,
es unterdruckt homotypische STIM1-STIM1-Verbindungen durch eine kompakt tertiar
gefaltete Ca?*-gebundene EF-SAM-Domane. Diese stabile Proteinfaltung wird durch
innere  ,offene® hydrophobe EF-Hand-SAM-Interaktionen geférdert. Eine
Kalziumdepletion induziert eine ,geschlossene“ EF-SAM-Konformation. Die
hydrophoben Reste werden nach auf3en freigegeben. Die Oligomerisierung dieser
unstabilen EF-SAM-Konformation ist energetisch begtnstigt und geschieht auf der
luminalen Seite von STIM1 (Stathopulos et al. 2008). Die initiale EF-SAM-
Oligomerisierung wird auf der luminalen Seite durch Coiled-Coil-Proteininteraktionen
unterstitzt (Baba et al. 2006). Durch initiale luminale STIM1-Strukturveranderung
durch EF-SAM-Oligomerisierung wird das polybasische C-terminale STIM1-Ende
naher an die STIM1-Transmembrandomé&ne (STIM1-TM) herangeftuhrt. Hierdurch wird
eine Konformationsédnderung der STIM1-TM und der kommunizierenden
zytoplasmatischen Coiled-Coil-Doméne (CC1) getriggert. Durch anschlieRende
homotypische  STIM1-Proteininteraktion auf zytosolischer Seite wird die
oligomerisierte STIM1-Konformation stabilisiert (Ma et al. 2015). STIM1-Oligomere
wandern weiter zu Schnittstellen von Plasmamembran und ER (Liou et al. 2007) und
bilden dort Punctae (Luik et al. 2006; Wu et al. 2006; Zhang et al. 2005).
STIM1-Punctae fuhren an der Plasmamembran durch Kreuzvernetzung mit ORAI1-
Dimeren zur Bildung von ORAI1-Multimeren (ORAI1-Punctae) (Yang et al. 2012; Park
et al. 2009).
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Abbildung 5: Modell der STIM1 Aktivierung und anschlielender STIM1 Punctaebildung sowie
ORAIl1-Kolokalisation. Wahrend die ER-Kalziumspeicher gefullt sind, verbleibt STIM1 in seiner
inaktiven Konformation. Die luminale ER-SAM Domaéane verbleibt zumeist als Monomer. Die
zytoplasmatische STIM1 Doméne (STIM1-CT) besitzt eine coiled coil 1 Doméne (CC1), eine kleine
ORAI1-Aktivierungsdoméane (SOAR bzw. CAD), sowie einen polybasischen C-terminalen Schwanz (K).
Der zytoplasmatische Anteil von STIM1 befindet sich in einer zurtickgefalteten Konformation durch
physikalische Interaktion zwischen SOAR und CC1. Durch einen entleerten ER-Kalziumspeicher
dissoziiert Ca?* aus der EF-SAM Domane. Hierdurch wird die EF-SAM Domane strukturell veréandert
und es kommt auf luminaler Seite zu einer Aggregation der EF-SAM- Doméanen. Hierdurch wird die
STIM1-TM-Domaéne ndher an die C-terminale SOAR-Doméne gefiihrt, was zu einer Trennung zwischen
SOAR und CC1 fihrt. STIM1 befindet sich nun in einer ,,aufgerichteten“ Konformation. SOAR und das
polybasische C-terminale Ende sind freigelegt. In dieser ,,aufgerichteten” Konformation oligomerisiert
STIM1 und wandert in Richtung der Zellmembran. An ER-Plasmamembran Schnittstellen wird das in
der Plasmamembran befindliche ORAIL rekrutiert und durch direkte Proteininteraktion aktiviert. Diese
Proteininteraktion wird vermutlich durch Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen
polybasischem C-Schwanz und negativ geladenen zellmembranstandigen Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphonaten (rote Punkte) unterstitzt, aus (Ma et al. 2015).
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Abbildung 6: ER-Kalziumdepletion fihrt zu STIM1-Punctae-Bildung an der Plasmamembran.
Echtzeit-TIRF-Mikroskopie und thapsigargininduzierte ER-Kalziumdepletion zeigte, dass sich in der
Nahe der Plasmamembran (10 — 25 nm) GFP-STIM1-Punctae (schwarze Vierecke) bilden.
Hervorgerufen wurde dies durch STIM1-Translokation und nicht durch ER-Translokation, da das
DSRed2 gefarbte ER (runde Kreise) keinen signifikanten Fluoreszenzanstieg hatte, aus (Wu et al.
2006).

2.6. Steuerung des SOCE durch STIM1

Nach der STIM1-Punctaebildung und dem Offnen der CRAC-Kan&le kommt es zu
einem starken Kalziumeinstrom in die Zelle. ORAI1 wird durch STIM1 Gber direkte
Proteininteraktion aktiviert. Sie sind beide essentielle Bestandteile des SOCE (Muik et
al. 2008; Zhou, Meraner, et al. 2010; Navarro-Borelly et al. 2008).

Der wichtigste Mechanismus fur den extrazellularen Kalziumeinstrom in Lymphozyten
ist der SOCE. Maus-STIM1-Expression ist in T-Lymphozyten viermal hoher als in B-
Lymphozyten (Yarkoni and Cambier 2011). Das bedetet, dass differenzierte STIM1-
Expression zu unterschiedlich hoher intrazellularer Kalziumamplitude fuhrt (Yarkoni
and Cambier 2011). Dm-Stim-Knockdown in Drosophila S2-Zellen fiihrt zu kompletter
Suppression des SOCE und Knockdown des humanen STIM1 in humanen Jurkat T
Zellen zu signifikant erniedrigtem SOCE (Roos et al. 2005). Eine Uberexpression von
STIM1 und ORAI1 fuhrt zu signifikanter Erh6hung des SOCE (Peinelt et al. 2006).
Der zytosolische STIM1-C-Terminus kann die Kanalfunktion des CRAC-Kanals in vivo
und in vitro auch ohne vorherige STIM1-ORAI1- Kolokalisation beeinflussen (Muik et
al. 2008). STIM1 besitzt eine im Zytosol gelegene C-terminale hochkonservierte
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CRAC-Aktivierungsdoméane (CAD). STIM1-Mutanten ohne CAD konnten keine
Interaktion mit ORAIL herbeiftihren. Die CAD bindet direkt an den N- und C-Terminus
von ORAI1 (Park et al. 2009). Dies ermoglicht eine Kreuzvernetzung der CAD mit
ORAI1 und damit eine ORAI1-STIM1-Punctaebildung, welche Voraussetzung fir die
Bildung einer Kanalpore ist. Die Gabe einer aufgereinigten CAD, kombiniert mit
STIM1-Mutanten zeigte jedoch, dass eine alleinige Bindung der CAD an ORAI1 zwar
zur Dimerisierung der ORAI1-Dimere fuhrte, jedoch nicht einen vergleichbaren lcrac
herbeifihren konnte, wie eine vollstandige STIM1-ORAI1- Interaktion. Es muss also
neben der ORAI1-bindenden Domane weitere STIM1- Anteile geben, die den SOCE
beeinflussen (Park et al. 2009).

Eine physikalische Interaktion zwischen STIM1 und ORAI1 geht mit einer
Konformationsanderung des ORAI1 einher, was eine weitere STIM1-unabhangige
ORAI1-Modulation erlaubt, die den anschlieBenden Ca?*-Einstrom feinsteuert
(Navarro-Borelly et al. 2008). Neuere Forschungsergebnisse konnten den kinetischen
Mechanismus entschlisseln, der zeigt, wie eine von STIM1 ausgeloste
Konformationsanderung an ORAI1 den CRAC-Kanal durchlassig fur Ca?*-lonen
macht. Yamashita et al. beschrieb 2017 zwei sich in der durch ORAI1-gebildeten
transmembranen Pore befindliche hydrophobe Aminosaurereste (Yamashita et al.
2017). Durch STIM1-Proteininteraktion mit ORAI1 wird die Helixstruktur der Pore
gedreht, sodass die hydrophoben Aminoséaurereste die Porenachse freigeben und

diese fur Kalzium durchlassig wird (Yamashita et al. 2017).
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2.7. Einfluss von STIM2 auf den SOCE

Lange Zeit fand das verwandte Protein STIM2 weniger Beachtung als STIM1. In den
letzten Jahren lasst sich jedoch ein gesteigertes Interesse an dem STIM2 beobachten.
Der Einfluss von STIM2 auf den SOCE wurde kontrovers diskutiert: STIM2 wurde
einerseits von Soboloff et al. 2006 ein hemmender Effekt auf den SOCE zugeschrieben
(Soboloff et al. 2006), andererseits zeigten Roos et al. 2015, dass STIM2-Knockdown
keinen signifikanten Effekt auf den SOCE hat (Roos et al. 2005). Im Kontrast dazu
stehen die Erkenntnisse von Brandman et al., der STIM2 als zentrales Sensorprotein
prasentierte, welches das zytosolische- und ER-Kalziumniveau engmaschig regulieren
wirde. Brandman beschrieb, dass in HeLa, Huvec und HEK293 T- Zellen eine STIM2
Uberexpression, jedoch nicht eine STIM1 Uberexpression, zu einer intrazellular basal
erhéhten Ca?*-Konzentration fuihrte. STIM2 Knockout fiihrte zu einem intrazellular
basal erniedrigten Ca?*-Spiegel (Brandman et al. 2007). Zhou et al. untersuchte die
Proteininteraktion zwischen STIM2 und ORAIL1l. STIM2 beeinflusste die ORAI1-
Punctaebildung, indem es mutmallich die Kreuzvernetzung zwischen STIM1 und
ORAI1 hemmte. STIM2 verhinderte hierdurch eine intrazellulare Kalziumiberladung
durch Gbermafigen SOCE (Zhou et al. 2018). Subedi et al. zeigten, dass STIM2 bei
geringer ER-Kalziumdepletion ORAIL aktivieren konnte, wéahrend STIM1 noch in
inaktivem Zustand vorlag. Desweiteren konnte aktives STIM2 das noch inaktive STIM1
rekrutieren und in einen aktivierten Zustand tberfuhren (Subedi et al. 2018). Durch
SOCE hervorgerufenen Kalziumeinstrom nach intrazellular werden die ER-
Kalziumspeicher aufgefillt. SOCE-associated regulatory factor (SARAF) beendet den
CRAC-Kanal getragenen Kalziumeinstrom. Dieses wird in S&ugetierzellen ubiquitar
exprimiert und besitzt eine besonders hohe Expressionsrate in Immunzellen und
Neuronen (Su et al. 2004). Es ist ein ER-stammiges Membranprotein, welches mit
STIM1 interagiert (Palty et al. 2012). Zusatzlich dazu interagiert SARAF in der
Abwesenheit von STIM1 auch direkt mit ORAI1 und induziert paradoxerweise eine

Kanal6ffnung (Albarran et al. 2016).
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Abbildung 7: Modell eines STIM2/STIM1/ORAI1 Komplexes. STIM2 sammelt sich an ER-
Plasmamembran-Schnittstellen ohne vorherige oder geringe ER-Ca?*-Vorratsdepletion. Bereits in
diesem Zustand liegt ein Teil von STIM2 in aktiver, kalziumbindender Konformation vor. STIM2 rekrutiert
und aktiviert ORAIL. Durch eine geringe Affinitdt zu ORAIL resultiert ein geringer Kalziumeinstrom.
STIM2 rekrutiert STIM1 im inaktiven, kalziumgebundenen Zustand. STIM2 aktiviert bei sinkendem ER-
Kalziumvorrat STIM1, auch ohne Verlust des gebundenen Kalziumions und ruft eine
Konformationsdnderung von STIM1 hervor. Durch héhere Affinitdt von STIM1 an ORAIL resultiert ein
erhohter Kalziumeinstrom. Dieses Modell beschreibt eine Regulation des SOCE in ER-
Kalziumvorratsbereichen, in denen der Kalziumvorrat leicht gesunken ist, jedoch noch nicht ausreichend
geleert ist, um zu einer direkten STIM1-Aktivierung durch EF-Hand-Kalziumionenverlust zu fuhren. Zur
Vereinfachung sind nur Dimere abgebildet, aus (Subedi et al. 2018).

16



2.8. Posttranslationale Modifikation von STIM1 in

redoxsensitiven Aminosauren

Ein Mechanismus fir posttranslationale Modifikation von Proteinen ist die Oxidation
bzw. Reduktion von Cystein-Resten. Reversibel entstehen Disulfidbricken zwischen
zwei Cysteinresten, oder auch Sulfensaureresten (RSOH). Irreversible
Veranderungen werden durch Bildung von Sulfinsdureresten (RSO2H) oder
Sulfonsaureresten (RSO20H) herbeigefuhrt (Veal, Day, and Morgan 2007). Ein
weiterer Mechanismus zur posttranslationalen Modifikation von Schwefelresten an
Proteinen besteht in der S-Glutathionylierung, die reversible Reaktion zwischen
Cysteinresten und Glutathion (GSH) (Anathy et al. 2009; Dalle-Donne et al. 2009;
Hawkins et al. 2010).

Die ER-membranstandige Oxidoreduktase ERp57 gehort zur Familie der Protein-
Disulfid-lsomerasen (PDI). Sie ist in die Qualitdtskontrolle neu synthetisierter
Glycoproteine involviert, an dem Zusammenbau des Histokompatibilitaétskomplex
(MHC Klasse 1) und hat Einfluss auf die Genexpression (Coe and Michalak 2010).
Prins et al. beschrieb, dass ERp57-Knockout zu einem erhdhten SOCE fihrte. Er
postulierte, dass ERp57 an den luminalen Anteil von STIM1 bindet. Diese Bindung
wurde von den Cystinresten C49 und C56 beeinflusst. Diese redoxsensitiven
Aminosauren bildeten unter nicht reduzierten Bedingungen eine intramolekulare
Disulfidbricke.

Durch Mutationen an C49 und C56 kam es bei Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET) Messungen zu geringerer Proteininteraktion mit ERp57. STIM1 C49A und
C56A Mutation hemmten die Punctaebildung und verminderten den SOCE (Prins et
al. 2011). Im Kontrast dazu beschrieb Hawkins et al. eine physiologisch unter
oxidativem Stress verursachte S-Glutathionylierung an C56 mit gefolgter
konstitutioneller STIM1 Punctaebildung (Hawkins et al. 2010). Der verursachte
oxidative Stress konnte in vitro durch den GSH-Inhibitor Buthioninsulfoximin (BSO)
sowie durch H202 hervorgerufen werden. Unter oxidativem Stress kam es zur
Aktivierung von STIM1 und konsekutiv erhbhtem SOCE: Desweiteren wurde durch
Mutation an C56 eine konstitutive Punctaebildung des mutierten STIM1 beobachtet.
Hierdurch kam es zur dauerhaften Offnung des CRAC-Kanals. Diese Offnung blieb
unabhangig von der ER-Kalziumkonzentration erhalten (Hawkins et al. 2010).

Der Widerspruch, ob eine Punktmutation an C49 und C56 zu einer vermehrten

Punctaebildung und erhohtem SOCE (Hawkins et al.) oder zu einer verringerten
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Punctaebildung und erniedrigtem SOCE (Prins et al.) fahrt, ist die zentrale

Fragestellung, die in dieser Doktorarbeit beantwortet werden sollte.
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Abbildung 8: SOCE mit Vorratsentleerung von STIM1 WT hdher als in STIM1-Mutanten. Nach
Thapsigargin-induzierter ER-Vorratsdepletion kommt es bei STIM1 -/- und anschlieRender STIM1-WT-
Transfektion in MEF Zellen zum gréRten SOCE-Einstrom. Bei anschlieBender C49A/C56A Transfektion
zu einem verringerten SOCE und ohne STIM1-Transfektion zu dem geringsten SOCE (Prins et al.
2011).
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Abbildung 9: SOCE ohne Vorratsentleerung bei STIM1-C56M und DM hdher als in STIM1 WT. (A,
B, F) In DT40 Zellen kommt es nach Zugabe von Kalzium ohne vorherige ER-Vorratsdepletion bei
STIM1 KO Zellen mit transfiziertem STIM1 C56 und des STIM1 C49/C56 Doppelmutanten zu einem
héheren SOCE als beim transfizierten STIM1 WT. Dies spricht fir eine konsekutive Aktivierung von
STIM1 durch Punktmutation an C56. STIM1 WT erreicht nach 24-stiindiger Inkubation mit dem GSH-
Syntheseinhibitors BSO den im Vergleich starksten SOCE (D, E) In MEF Zellen kommt es bei vorheriger
Inkubation fiir 20 min mit 100 uM H20:2 sowie fiir 24 h in 200 pM BSO im Falle des MEF WT zu einem
gegeniber unbehandelten Zellen erhéhten Kalziumeinstrom. Im Falle von MEF STIM1 KO Zellen ist
kein Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Zellen zu sehen, Abbildungen aus
(Hawkins et al. 2010).
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3. Material

3.1. Zelllinien

3.1.1. MEF- Zellen

MEF (Mouse Embryo Fibroblast) -Zellen wurden aus embryonalen Mausfibroblasten

gewonnen. Es wurden

MEF WT Zelllinien, MEF STIM1 -/- (knockout) und

MEF STIM2 -/- Zelllinien (Ursprung: Masatsugu Oh-Hora, Harvard University)

verwendet. In diese wurden folgende Plasmide stabil transfiziert:

MEF STIM1 -/-

MEF STIM1 -/-

MEF STIM1 -/-

MEF STIM1 -/-

MEF STIM1 -/-
MEF STIM2 -/-

MEF STIM2 -/-

MEF STIM2 -/-

MEF STIM2 -/-

MEF STIM2 -/-

pPB CAG HA DEST STIM1 WT mcherry
pPB CAG HA DEST STIM1 C49M
mcherry

pPB CAG HA DEST STIM1 C56M
mcherry

pPB CAG HA DEST STIM1 C49MC56M
mcherry

pPB CAG HA DEST mcherry

pPB CAG HA DEST STIM1 WT mcherry
pPB CAG HA DEST STIM1 C49M
mcherry

pPB CAG HA DEST STIM1 C56M
mcherry

pPB CAG HA DEST STIM1 C49MC56M
mcherry

pPB CAG HA DEST mcherry

Die embryonalen Mausfibroblasten wurden in einem Medium mit hohem Zuckergehalt

kultiviert, welches speziell fur die MEF-Zellhaltung geeignet ist: DMEM High Glucose,

mit 4,5 g Glucose, L-Glutamin und Pyruvat (in dieser Arbeit vereinfacht DMEM

genannt). Diesem Medium wurde 1% Penicillin/Streptomycin und 10% FCS (fetales

Kalbserum) zugesetzt. Die Zellen inkubierten bei 37° und 5% CO:2. Fir die Zellanzucht

wurden 10 cm Zellkulturschalen verwendet. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von

90% passagiert.
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3.2. Medien und Zusatze

Tabelle 1: Medien und Zusatze

DMEM High Glucose, mit
Glucose, L-Glutamin und Pyruvat

Opti-Mem® (1x)

HyClone™ Fetal Bovine Serum (FCS)

LB-Medium

LB-Agarplatten
S.0.C-Medium

3.3. Puffer und Chemikalien

Tabelle 2: Puffer und Chemikalien

PBS

HBSS

Trypsin/EDTA
Attractene

Turbofectin
Poly-L-Lysine solution
RIPA-Puffer

complete Mini Protease Inhibitor
SDS Puffer 10X

TAE Puffer 50X

TE Puffer
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol Rotipuran 99,8%
Milchpulver

Tween® 20

45 g ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

life technologies by ThermoFisher
Scientific

life technologies by ThermoFisher
Scientific

Invitrogen by ThermoFisher Scientific

Sigma Aldrich
ThermoFisher Scientific
Sigma Aldrich

Qiagen

Origene

Sigma Aldrich
ThermoFisher Scientific

Roche Diagnostics

life technologies by ThermoFisher
Scientific

Eigenherstellung
Qiagen

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth
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Nuclease-Free Water 50 ml

1,4-Dithiothretio (DTT)

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)

dNTP Mix 100mM

5x Herculase Il Reaction Buffer
T4 Ligase Puffer
SmartCut

FD Buffer
Bromphenolblau
Kaliumchlorid (KCL)
Natriumchlorid (NaCl)
Ampicillin

Kanamycin
Paraformaldehyd
Thapsigargin
Penicillin
Streptomycin

Nitrozellulose

3.4. Bakterien

Ambion

Roth
Roth

ThermoFisher Scientific
Agilent Technologies
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Roth

Roth

Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roth
Life-Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

ThermoFisher Scientific™

Es wurden kompetente DH5-a Bakterien des Stammes Escherichia coli (E. coli) fur die

Vermehrung von Plasmid-DNA verwendet. Genotyp: F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF)
U169 recAl endAlhsdR17(rk-, mk+) PhoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl.

3.5. Primer

Die verwendeten Primer wurden durch das Unternehmen GATC Biotech hergestellt.
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Tabelle 3: Primer

Primer Sequenz

STIM1 Sequenzierungsprimer CGC CTA CAA CGT CAACATC

gDNA Forward Primer GGC GAG TTC ATC TAC AAG G

gDNA Backward Primer ATC AGC CAC TGT ACC ACC

STIM1 C49M Forward Primer  GCA GAG TTT ATG CGA ATT GAC AAG CCC C
STIM1 C49M Backward Primer TGC AGT GGA CTC CTC A

Primer Zeile 1 diente zur STIM1 Kontrollsequenzierung, Zeile 2 und 3 zur STIM1-
GDNA-PCR, Zeile 4 und 5 zur Punktmutation innerhalb der STIM1 Basensequenz.

3.6. Plasmide

Wahrend meiner Doktorarbeit klonierte ich die verschiedenen Varianten des STIM1
mcherry Insert aus einem pENTR Plasmid in den Ubertragungsvektor pPB CAG HA
Dest.

13453 F1 ori
599616 M13-fwd
626645 17

ColE1 origin 8341...7713)

lac 7407...7378
M13-rev 7345...7325
T3 7307...7288

*B CAG HADEST STIM1 WT mchermy - 9478

_|_

lac 6875...6846

WiTTer Ga13_s7es (26817582 Signaipeptia STHu]
2986...3690 mChenr

Abbildung 8 Plasmidkarte eines pPB CAG HA DEST Plasmids. In dieses wurde das Insert STIM1
WT mcherry eingefligt. Die Abbildung wurde in SerialCloner erstellt.
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Tabelle 4: Plasmide

Konstrukt Ruckrat Vektor Hersteller
pPB CAG HA )

STIM1 WT mcherry 0PB CAG HA DEST DEST STIM1 Felix Wunder

human AG Methner
WT mcherry
pPB CAG HA

Felix Wunder
AG Methner

STIM1 C49M mcherry

human pPB CAG HA DEST DEST STIM1

C49M mcherry
pPB CAG HA

PPB CAG HADEST DESTSTIML o Wunder

STIM1 C56M mcherry

human C56M mcherry AG Methner
pPB CAG HA

STIM1 C49M C56M DEST STIM1 Felix Wunder

mcherry human pPPB CAG HA DEST C49M C56M AG Methner
mcherry

pPB CAG HA Felix Wunder
DEST mcherry  AG Methner
pPENTR5b Stim1

mcherry human pPB CAG HA DEST

Stim1 C49M C56M Felix Wunder

mcherry PENTRSD C49M C56M AG Methner
mcherry
: PENTR5b Stim1
Stim1l C49M mcherry pENTR5b C49M mcherry AG Methner
: PENTR5b-Stim1
Stim1 C56M mcherry pENTR5b C56M mcherry AG Methner
mcherry PENTR3c HENUIRES AG Methner
mcherry
Geschenk
pPE-YFP Orail PEYFP pE YFP Orail Romanin, Univ.
Linz
OENTRS5b Geschenk von
Stim1WT mcherry ~ pENTRSb Stim1WT mug's"‘r’]amy
mcherry adgesh,
Philadelphia
pPEX-CMV-SP-YFP- i Gekauft von
STIM2 PEX YFP-STIM2 addgene.org

3.7. Antikorper, Enzyme, Farbstoffe, Marker

Tabelle 5: Antikérper, Enzyme, Farbstoffe, Marker

Herculase Il Fusion Agilent Technologies
Anti-mouse IgG (H+L) (DyLight 800
Conjugate), Ziege, Best. Nr. 5257p, New England Biolabs

Verdinnung 1:10000
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Anti-mouse IgG (H+L) (DyLight 680
Conjugate), Ziege, Best. Nr. 5470p,
Verdinnung 1:10000

Anti-Rabbit IgG (H+L) DyLight 800

Conjugate, Ziege, Best. Nr. 5151P,

Verdinnung 1:10000

Anti-rabbit IgG (H+L) (DyLight 680

Conjugate), Ziege, Best. Nr. 5366P,
Verdinnung 1:10000

MG Midori Green Advance

Chameleon Duo Pre-stained Protein
Ladder

Trypan Blue Stain 0,4%

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

Anti-Actin, Klon C4, IgG 1k,
monoclonal, Maus, Best. Nr.
MAB1501, Verdinnung 1:4000
Anti GAPDH, Best. Nr. 2118S,
Verdinnung 1:3000
Anti-STIM1/GOK, Klon 5A2, Maus,
Best. Nr. HO0006786-M01,
Verdinnung 1:1000

Anti STIM2, GatNo 4123, Best. Nr.
4123, Verdinnung 1:750

CalciFluor™ Fluo-8 (fluo-2MA)

Sall FD FD

Avrll

Xhol

EcoR1FD

Muni FD

Kpnl FD

LR clonase Il

Ponceau-Rot S L6sung
Trypanblau, 0,4 %

T4-DNA-Ligase

pBase

Gateway LR-Clonase Il Enzyme Mix
Hot Start High Fidelity 2x Master Mix
2x KLD Reaction Buffer

New England Biolabs

New England Biolabs

New England Biolabs

Biozym Scientific
LI-COR®

Logos Biosystems

Promega

Merch Chemicals

New England Biolabs

Abnova

Prosci-inc.com

Santa Cruz Biotechnology
ThermoFisher Scientific
New England Biolabs
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
LifeTechnologies
ThermoFisher Scientific
Life Technologies
Sigma-Aldrich

Biozym

New England Biolabs
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific
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10x KLD Enzyme Mix
Hoechst

DAPI

260

160
125

ThermoFisher Scientific
Sigma-Aldrich

Life-Technologies

Abbildung 10 verwendeter 1Kb Plus DNA Ladder fir Agarosegele

3.8. Kits

Tabelle 6: Kits

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit
Quick-gDNA™ MiniPrep Kits
MiniPrep Kits

Gel DNA Recovery Kit
Nucleobond Xtra Midi

New England Biolabs
Zymo Research
Zymo Research
Zymoclean

Macherey-Nagel
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Nucleobond Xtra Maxi

BC Assay Protein Quantification Kit

3.9. Verbrauchsmaterial

Tabelle 7: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsgegenstand
XCEED Handschuhe Powder-free
Neubauerkammer

LUNA™ Automated Cell Counter
Deckgléaser

Surgical Disposable Scalpels
Serological Pipette (5; 10; 25; 50 ml)
u-Slide 8 Lochnapfschale IbiTreat
CoolCell

Kryordhrchen 20

Biopur Multipette (0,5; 2,5; 5 ml)
Cell Scraper

Lochnapfschalen (6; 12; 24; 48; 96)

Polypropylen Reaktionsgefal

Polypropylen Reaktionsgefaf 15 mi
UV geschitzt

Glasflasche (250; 500; 1000 ml)
Reaktionsgefal (0,5; 1,5; 2 ml)

Pippetierspitzen (10; 100; 1000uL)

Pippetierspitzen gestopft (10; 100;
1000pL)
Greiner Bio-One™ CELLSTAR™ TC

Treated Lo-Profile Cell Culture Flasks

Spritze 5 ml

Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System (midi 0,2pum)
Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™
Precast (4-15%)

Zellkulturschale 10cm

Macherey-Nagel

interchim®

Firma

Microflex
Precicolor HBG
Logos Biosystems
Thermo Fisher Scientific
Braun

Greiner Bio-One
Ibidi

Biocision

TPP

Eppendorf
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

Sarstedt
Greiner Bio-One

Schott
Eppendorf

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Thermo Fisher Scientific
Braun

Bio-Rad

Bio-Rad

Sarstedt
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Abfallbeutel

Erlenmyerkolben (100; 250; 500 ml)
8-Strip PCR Caps, flat, optically clear
Safe Lock Tubes 2 ml, amber

0,2 ml 8 Twin Strip StarPCR Tube
Mikropipette

3.10. Gerate

Tabelle 8: Gerate

Incusafe MCO-20AIC
Heratherm Inkubator

Vortex Mixer

Vortex Genie 2
Mini-Zentrifuge

Centrifuge 5430

Multifuge X1

Multifuge X1R

Megafuge 1.0R

Megafuge 8R

Megafuge 16R

Biofuge fresco Zentrifuge
Pipetus®

Pipette (10; 20; 100; 200; 1000uL)
MSC-Advantage Bench
AE20 Series Lichtmikroskop
Veasy Scope Lichtmikroskop
Counter (manuell)
Tischkuhlschrank (4C; -20C)
Abzugshaube

Roth

Schott Duran
Starlab
Eppendorf
Starlab

Hamilton

Panasonic

Thermo Fisher Scientific
neoLab

Thermo Fisher Scientific
Labnet

Eppendorf

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Heraeus

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Heraeus

Hirschmann Laborgerate
Eppendorf

Thermo Fisher Scientific
Motic

VWR

UPGREEN

Liebherr Comfort

Infralab
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Ice maker

Kihlraum 4C

Beheizbarer Magnetrihrer MR Hei-
Standard
Beheizbarer
End

Feinwaage

Magnetrihrer MR Hei-

Grobwaage

Fresco 21 Zentrifuge
Thermomixer Comfort
Pegstar PCR Cycler
Thermocycler
NanoDrop™ 2000c
Infinite® 200 PRO
Fusion FX7 Geldetektion
N9OK UV Strahler
Probenschittler 2011
Probenschittler 2019
Vibrax®-VXR
Rotierender Mixer

IX51 Fluoreszenzmikroskop
TL4 Fluoreszenzverstarker
U-RFL-T

Odyssey FC

Milli-Q® Plus Filter
MikroLochnapfschalee
Moufle

JB Aqua5 Plus
Trans-Blot® Turbo™
Milli-Q® Behalter 5L
Powerpack Basic

Mini-PROTEAN Tetra System

Hoshizaki
Viessmann
Heidolph
Heidolph
Acculab

Ohaus

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf
Peglab by VWR
VWR

Thermo Fisher Scientific
TECAN

Peqglab by VWR
Konrad Bender
GFL

GFL

IKA

Starlab
Olympus
Olympus
Olympus
LI-COR
Millipore

Sharp

Versilio

Grant

Bio-Rad
Nalgene
Bio-Rad
Bio-Rad
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Schweil3gerat

Multipette

41-2025R Agarosegellaufplatte
40-0708 Agarosegellaufplatte
Reaktionsgefal Stander

Leica TCS SP5

Opera Phoenix

TECAN-Reader Infinite Pro 2000
Tecan 2019

3.11. Programme

Tabelle 9: Programme

Excel 2010
Powerpoint 2010
Graph Pad Prism 6
lllustrator CS6
Photoshop CS6
ODYSSEY 5a
Image Studio Lite Version 4.0
Snapgene®

Serial Cloner
Harmony 4.8
ImageJ
Smart.servier

Columbus

Severin

Eppendorf

Peglab by VWR
Peglab by VWR
TPP

Leica Microsystems
PerkinElmer

Tecan Trading AG
Tecan Trading AG

Microsoft Corporation
Microsoft Corporation
Graph Pad Prism
Adobe

Adobe

Li-Cor

LI-CO

GSL Biotech

Serial Basics

Perkin Elmer
OpenSource
OpenSource

IMB Mainz
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4. Methoden

4.1. Molekularbiologie

4.1.1.Klonierung
Um den Leervektor (empty vector) mcherry von einem pENTRY-Klon in den pDEST

Vektor (Zielvektor) zu klonieren, wurde die Gateway-Methode der Firma Invitrogen
verwendet. Diese Methode nutzt ein sequenzspezifisches Rekombinationssystem,
durch das mit Hilfe von Enzymen DNA in das Genom eines anderen Plasmids
uberfuhrt werden kann. Uber spezifische Sequenzabschnitte, die in Ausgangs- und
Ziel-DNA eingebaut sind, kann die DNA eingefugt werden. Der ENTRY-Klon enthielt
die attL-Sequenzen, mit denen ich im nachsten Schritt den gewinschten DNA-
Abschnitt in den Zielvektor pPB CAG HA DEST ligierte. Der Zielvektor konnte am 5°
oder 3‘-Ende mit attR-Seiten den gewunschten Genabschnitt tragen. In der reverse
reaction (LR)-Reaktion werden zwischen den attL1 und attR1, sowie attL2 und attR2
des Zielvektors die attB-Seiten generiert. Um pDEST-Vektor und pENTRY-Klon in der
nachfolgenden Transformationsreaktion voneinander zu selektieren, tragen beide eine
unterschiedliche Antibiotikaresistenz. Die durchgefuihrte LR-Reaktion wurde mit

folgendem Ansatz durchgefihrt:

Tabelle 10 Ansatz fir LR-Reaktion

150ng/ul PENTR3C-mcherry
150ng/ul pPB CAG HA DEST
2ul TE-Puffer

2ul LR-Clonase lI

4.1.2. Zuschneiden von Plasmid-DNA: Probeverdau und Fast-digest-
Probeverdau

Um zirkulare Plasmide auf ihre Bestandteile Uberprifen zu kénnen, linearisierte ich sie
enzymatisch. Anhand einer durch das Programm Serial Cloner erstellten Enzym- und
Plasmidkarte, wahlte ich Enzyme aus, die das Insert passend aus dem Plasmid
ausschnitten. AnschlieBend wurde eine Mixtur bestehend aus nuklease-freiem

Wasser, geeignetem Puffer, Enzym (bei zwei Enzymen wurde das Volumen pro
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Enzym halbiert) und Plasmid-DNA angesetzt. Dieser Ansatz wurde anschliel3end bei
37°C fur 15 Minuten inkubiert. Die Zeit verdoppelte sich, wenn ich Enzyme ohne fast
digest FD-Kennung verwendete. Nach erfolgter Inkubation wurde der Loading dye /
Blue Juice hinzugegeben und ich pipettierte den Ansatz in eine Tasche eines

gegossenen Agarosegels.

(Fast digest) Buffer 1

(Fast digest) Enzym 1 bzw. 0,5/0,5
Plasmid-DNA (300 ug) X
Nukleasefreies H20 10-X

4.1.3. Agarosegelherstellung, Agarosegel-Elektrophorese und DNA-
Detektion

Je nach Plasmid bzw. BruchstickgréRe wurde ein individuell konzentriertes
Agarosegel gegossen. Fur ein 1 %iges Gel wurden 1 g Agarose / 100 ml TAE-Puffer
verwendet. Zum Schluss pipettierte ich die DNA-interkalierende Substanz Midori
Green hinzu (je 1 pl pro 50 ml TAE-Puffer). Diese Substanz sorgt dafur, dass die
aufgetragene DNA unter UV-Licht Bestrahlung sichtbar wird. AnschlielBend goss ich
das Gel in die Gelelektrophoresekammer, die mit 1x TAE Laufpuffer aufgefillt wurde.
Bei einem kleinen Gel von 40 ml legte ich eine Spannung von 120 V fur 30 min an, bei
einem groReren Gel von 150 ml betrug die Spannung 160 V fur 30 min. Zur
Laufkontrolle gab ich 5 ul einer 1 kb Plus DNA ladder in eine Geltasche neben die
Proben. Da in der Gelmatrix grof3ere DNA-Ketten langsamer voranschreiten als
kirzere DNA-Ketten, ist es mdglich, eine Gréf3entrennung dieser Fragmente mithilfe
des Agarosegels durchzufiihren. In einem UV-kompatiblen Geréat wurde das gelaufene
Agarosegel ausgelesen. Hierbei wurden die Laufbanden des Probeverdaus mit der
1 kb DNA ladder verglichen. Die gewtinschte BruchstlckgrofRe konnte vorher mit dem
Programm Serial Cloner und einer zugehorigen Plasmidkarte errechnet werden. Unter
UV-Bestrahlung erregte ich das DNA-interkalierende Midori-Green. Nun wurde mithilfe

des Fusion (Peglab by VWR®) ein Bild des Agarosegels aufgezeichnet.
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Tabelle 11 TAE Puffer

Puffer Zusammensetzung
2M Tris-Base

1M Essigsaure
TAE-Puffer 50x
0,05M EDTA

pH=28

4.1.4. Gelaufreinigung

Nachdem linearisierte DNA-Plasmide oder deren geschnittene Anteile in einem
Agarosegel aufgetrennt worden sind, versuchte ich diese so prazise wie mdglich
mithilfe eines Skalpells unter UV-Licht auszuschneiden. Die DNA wurde anschliel3end
mit dem Zymoclean TM Gel DNA Recovery Kit Gelaufreinigungskit nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Die isolierte DNA wurde in Nuklease-freiem Wasser

geldst und die DNA-Menge an dem Nanodrop-Gerat ausgemessen.

4.1.5. Ligation

Bei der DNA-Ligation werden zwei DNA-Segmente an ihren Enden verknupft. Die
Reaktion wird Uber das Enzym Ligase katalysiert. Hierbei entsteht aus dem 3’Hydroxy-
Ende mit dem 5Phosphat-Ende eine Phosphodiesterbindung. Ein 20 pl
Ligationsansatz bestand aus Ligase Puffer, T4 Ligase, linearisierter Vektor-DNA (c=50
pg / pl) und Nuklease-freiem Wasser. Dieser Ansatz inkubierte flr eine Stunde bei
Raumtemperatur. Um die enzymatische Reaktion zu stoppen, erhitzte ich den Ansatz
nach 60-mindtiger Inkubationszeit fur 10 Minuten auf 65 °C. Nachdem das
Reaktionsgemisch auf Eis abgekihlt war, wurden jeweils 5 pl in kompetente Bakterien

transformiert.

Tabelle 12 20yl Ligationsansatz

T4 Ligase 1
Ligase Puffer 2
Linearisierte Vektor DNA 300ug X
Nukleasefreies H20 17-X
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Total 20

4.1.6. Kompetente Bakterien herstellen
Kompetente Bakterien zeichnen sich dadurch aus, dass sie in der Lage sind, Plasmide
durch Transformation aufzunehmen. Es wurden kompetente DH5-o Bakterien des

Stammes Escherichia coli (E. coli) verwendet.

4.1.7. Hitzeschocktransformation

Um Plasmide in ein kompetentes Bakterium zu transformieren, fiuhrte ich eine
Hitzeschocktransformation durch. Hierfur wurde als Wirtszelle ein kompetenter E. coli-
Bakterienstamm verwendet. Zuerst wurden 100 ul der DH5a-E. coli Zellen auf Eis
aufgetaut. AnschlieRend wurden 5 pl der Plasmidsuspension hinzugegeben und fiir 30
Minuten inkubiert. Danach erfolgte fur eine Minute der Hitzeschock bei 42 °C. Im
Anschluss wurden 250 pl Salt-optimized broth (SOC)-Medium hinzugegeben. Dieser
Ansatz inkubierte eine Stunde bei 37°C und 300 rpm. Zuletzt wurde die Suspension
auf eine LB-Agarplatte ausgestrichen, die je nach Versuch mit Ampicillin (100 pg / ml)
oder Kanamycin (100 pg / ml) versetzt war. Das Antibiotikum diente zur
Bakterienselektion. nur die Bakterien, die das Zielplasmid aufnehmen, waren gegen
das jeweilig verwendete Antibitikum resistent und konnten sich in der folgenden 24-

stindigen Inkubationszeit bei 37 °C vermehren.

4.1.8. Bakterienvermehrung durch Uber-Nacht-Bakterienkulturen,

und anschlieRende Isolierung der Plasmid-DNA
Am Tag nach der Hitzeschocktransformation wurden gewachsene Bakterienkolonie
von der Agarplatte gepickt und in 3 ml (Mini-Variante) oder 200 ml (Maxi-Variante) LB-
Amp-Medium (Ampicillinkonzentration 50 pl / ml) oder LB-Kan-Medium
(Kanamycinkonzentration 50 pl / ml) bei 37°C und 220 rpm Uuber Nacht vermehrt
Danach erfolgte die Plasmid-DNA-Isolierung mit dem Nucleobond-XTRA Midi/Maxi
Plasmid Purification System-Kit nach Protokoll des Herstellers. Fur den Probeverdau
noch unsequenzierter Plasmid-DNA nach Transformation wurde das Mini-Kit
verwendet. Um grol3ere Mengen DNA herzustellen, verwendete ich nach erfolgreicher
und validierter Sequenzierung die Maxi-Variante des Kits. Zur Elution wurde Nuklease-
freies Wasser verwendet. Anschliel3end wurde die isolierte DNA-Konzentration mithilfe

des Nanodrop 2000c photometrisch bestimmt.
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4.1.9. DNA-Vervielfaltigung

Kary Banks Mullis erhielt 1993 zusammen mit Michael Smith den Nobelpreis der
Chemie fur die Entdeckung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)(Shampo and Kyle
2002). Hierbei nutzt man eine anfanglich kaum quantifizierbare Menge an DNA, um
diese mit Hilfe einiger Reagenzien zu vervielfaltigen. Fur eine PCR wurden folgende
Reagenzien benottigt: Hitzestabile DNA-Polymerase, dNTP der Basen Adenosin,
Guanin, Cytosin und Thymin, Dimethylsulfoxid (DMSO), PCR-Puffer, nuklease-freies
Wasser, die zu vervielfaltigende DNA, forward- und reverse Primer. Eine PCR verlauft
in Zyklen. Jeder Zyklus entsprach einem bestimmten Ablauf, den ich vorher am PCR-
Cycler programmierte. Fur die PCR wurde ein Thermocycler gewahlt, bei dem initial
30 Sekunden (in den folgenden Zyklen 10 Sekunden) auf 98°C erhitzt wurde, um die
DNA Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden DNA-Strdngen zu trennen.
Diese Denaturierungsphase stellte sicher, dass die beiden DNA-Strange getrennt
voneinander vorlagen. Anschliel3end folgte die Primarhybridisierung. Daflr wurde fur
30 Sekunden eine Temperatur gewahlt, bei der die hergestellten Primer am besten an
ihre komplementaren Basen auf dem DNA-Strang binden konnten. Je nach
Basenzusammensetzung der Primer wurde eine individuell angepasste Temperatur
gewahlt. Im nachsten Schritt folgte die Elongationsphase, in der die thermostabilen
DNA-Polymerasen bei 72°C flir 30 Sekunden vom 3‘-Ende zum 5
Endekomplementére Nukleoside verknipften und damit einen komplementaren DNA-
Strang synthetisierten. Diese drei Phasen eines Zyklus wurden 25 Mal wiederholt, um
eine ausreichende Menge DNA herzustellen. Das fertige PCR-Produkt wurde

anschlie3end bei 4°C gelagert.

4.1.10. Sanger-Sequenzierung

Um die DNA auf korrekte Basenabfolge innerhalb der Plasmid-DNA zu uUberprifen,
wurden die Plasmide zu der Firma GATC Biotech AG geschickt und via
Kettenabbruchmethode nach Sanger sequenziert. Die verschiedenen Proben wurden
mit 30 pl Volumen und einer Konzentration von 30-100 ng / ul eingereicht. Um
Plasmide im pENTR-Klon oder pPB CAG HA DEST auf korrekte Basenfolge
Uberprufen zu lassen, wurde zur Sequenzierung der GATC-mcherrySTIM1Primer-
1385105 mit der Basensequenz CGCCTACAACGTCAACATC benutzt.
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4.1.11. Zielgerichtete Punktmutation

Um eine STIM1-Doppelmutante herzustellen, deren Cystin (C) an Stelle 49 und 56
durch ein Methionin (M) ersetzt werden sollte, benutzte ich das Q5R Site-Directed
Mutagenesis Kit Protocol (E0554);. Als Vorlage diente das pENTR5c-
STIM1 C56M mcherry Plasmid. Mithilfe zweier Primer wurde die C49M Punktmutation
eingefuhrt. Dabei wurde die Aminosaure Cystin an Stelle 49 durch ein Methionin, das
in einen Primer eingebaut war, ersetzt. Anschlie@Rend wurde nach dem Q5
Mutagenesis Protokoll eine PCR durchgefuhrt. Darauf folgte ein Agarosegel mit
Bandendetektion und anschlie3ender Gelaufreinigung mithilfe des Zymoclean TM Gel
DNA Recovery Kit . Die nun isolierte und linearisierte DNA wurde nach Vorlage des
Q5 Mutagenesis Kit Protokoll zirkularisiert. Daftir wurde 1 pl PCR-Produkt, 5 pl 2x KLD
Reaction buffer, 1 pl 10x KLD Enzyme Mix und 3 pl nuklease-freies Wasser
miteinander resuspendiert und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser
Ansatz wurde im Folgenden durch ein Hitzeschockprotokoll in kompetente Bakterien

Uberfihrt.

Tabelle 13 PCR-Ansatz zur Vervielfaltigung des pENTR5b STIM1 C49M C56M mcherry Plasmids

Hot Start High Fidelity 2x Master Mix 25
10uM STIM1 C49M Forward Primer 2,5
10uM STIM1 C49M Backward Primer 2,5
50ng X
pPB CAG HA DEST STIM1 C56M mcherry
Nukleasefreies Wasser 50-X

Tabelle 14 PCR-Protokoll der pENTR5b STIM1 C49M C56M mcherry Vervielfaltigung

Initiale Denaturierung 30 98
Zyklische Denaturierung

10 98
(25x)
Primer-DNA-Bindung

30 50

(annealing; 25x)
Verlangerung  entlang

195 72
des komplementaren
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Basenstrangs (Primer-
Extension; 25x)
Finale Extension 120 72

Lagerung o0 4

Tabelle 15 Ligationsansatz des PCR-Produkts

PCR-Produkt 1pl
2x KLD Reaction Buffer 5
10x KLD Enzyme Mix 1
Nukleasefreies Wasser 3
4.1.12. Gewinnung von genomischer DNA

Genomische DNA (gDNA) ist die Zell-DNA, die im Zellkern integriert ist. Um zu
uberprifen, ob die transfizierte Plasmid-DNA auch wirklich in das Genom integriert
worden ist und nicht nur im Zytosol vorliegt, verwendete ich das Quick-gDNA™
MiniPrep Kit. Zuerst wurden pro Zelllinie 2.000.000 Zellen in ein 50 ml Reaktionsgefald
transferiert. Anschlieend wurde bei Raumtemperatur fir 5min bei 500x G nach
Vorgaben des Kits zentrifugiert. AnschlieRend wurde nach Protokoll des Gel DNA
Recovery Kit die gDNA aufgereinigt und die darin enthaltene DNA isoliert. Zuletzt

wurde die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt.

Tabelle 16 50ul PCR-Ansatz aus GDNA der stabil transfizierten MEF-Zelllinien

5x Herculase Il Reaction Buffer 10
dNTP Mix 100 mM 0,5
Primer forward 2
Primer reverse 2
Herculase Il Fusion 0,5
DMSO 2
GDNA 300 ng X
Nukleasefreies Wasser 33-X
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Tabelle 17 PCR Protokoll der gDNA Amplifikation

Initiale Denaturierung 120 98
Zyklische Denaturierung
20 98
(25x)
Primer-DNA-Bindung
_ 20 51
(annealing; 25x)
Verlangerung  entlang
des komplementaren
_ 30 72
Basenstrangs (Primer-
Extension; 25x)
Finale Extension 180 72
Lagerung 0 4

4.2. Zellbiologie

4.2.1. Splitting, Passagieren, Zellzahlbestimmung

Das Medium in den Zellkulturschalen mit adharenten MEF-Zellen wurde vorsichtig
abgesaugt. Fur den Waschschritt wurden 5 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
in die Zellkulturschalen pipettiert und anschlieBend wieder abgesaugt. Durch diesen
Spulvorgang wurde der Grof3teil des verbliebenen Mediums mit dem fotalen
Kalberserum (FCS) aus den Zellschalen entfernt. AnschlieRend wurde jeweils 1 ml
0,05 %- Trypsin-EDTA hinzugegeben, welches die adharenten MEF-Zellen von der
Platte l16ste. Nun wurden 9 ml DMEM-Medium hinzugegeben, um die Trypsinreaktion
abzustoppen. Um eine gewisse Anzahl an Zellen auszuséen, wurden diese im Luna
Cellcounter ausgezéhlt. Das berechnete Volumen Zellsuspension und frisches DMEM
Medium wurde in eine neue Zellkulturschale gegeben, sodass es ein Gesamtvolumen

von 10 ml ergab. Die Zellen wurden weiter inkubiert.

4.2.2. Kryokonservierung

Um Zellen langerfristig zu lagern, fror ich diese bei -80 °C ein. Dies nennt man
Kryokonservierung. Hierbei wurden die Zellen zunéchst vermehrt, bevor das Medium
der Zellen abgesaugt wurde, die Zellen mit PBS gewaschen, 1 ml 0,05 % Trypsin-

EDTA hinzugegeben und mit DMEM-Medium erganzt wurde. Die Zellsuspensionen
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mehrerer Platten der gleichen Zelllinie wurden nun in einem 50 ml Falcon gepoolt und
in einer Zentrifuge 3 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert. AnschlielRend wurde der
Uberstand vorsichtig abgesaugt und die Zellen in Kryomedium (90 % FCS und 10 %
DMSO) resuspendiert. Das DMSO verhindert hierbei eine schnelle Kristallisation der
Losung wahrend des Abkihlungsprozesses. Jeweils 1 ml der Suspensionslésung
wurde nun in beschriftete Kryoréhrchen pipettiert. Zuletzt wurden die Réhrchen in einer
Einfrierbox aus Styropor verpackt, damit der Abkihlungsvorgang auf 1 °C pro Minute
entschleunigt wurde. Die Box wurde nun in einer -80 °C Tiefkuhltruhe verstaut. Am
nachsten Tag konnten die R6hrchen aus der kélteisolierenden Box herausgeholt und

bei —80 °C oder in flissigem Stickstoff langerfristig gelagert werden.

4.2.3. Inkulturnahme, Auftauungsprozess

DMEM-Medium wurde auf 37 °C erwarmt. Anschlieend wurden die Kryoréhrchen aus
dem -80 °C Gefrierschrank geholt und in einem auf 37 °C erwarmten Wasserbad bis
zum Auftauen geschwenkt. AnschlieRend wurden die Zellen zu 20 ml erwarmten
DMEM-Medium gegeben und inkubiert. Dies war wichtig, damit das zelltoxische

DMSO der Zellsuspension ausreichend verdinnt wurde.

4.2.4. Zellfixierung durch Paraformaldehyd

Um eine Momentaufnahme der Zellen nach Behandlung zu generieren, wurden die
Zellreihen bei einigen Versuchen mit Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Hierfur wurden 1x
10° Zellen pro Lochnapf in einer 6-Lochnapfschale auf einem 10 mm Deckglas
ausplattiert. Nach einem Tag Inkubationszeit waren die MEF -Zellen adharent und es
wurde eine Transfektion durchgefuhrt. Am néchsten Tag entfernte ich das Medium und
wusch 3 Mal mit 5 ml PBS. Im nachsten Schritt wurde vorsichtig 2 ml 4 %-iges
Paraformaldehyd hinzugegeben. Anschlie3end inkubierten die Zellen fur 10 Minuten
bei Raumtemperatur. Nach der Inkubationszeit spulte ich die 6-Lochnapfschalen noch
3 Mal mit 5 ml PBS, um das PFA zu entfernen und lagerte die fixierten Zellen zuletzt
in PBS. Dort wurden die fixierten Zellen auf Deckglaschen des Glas-Objekttragers

gewendet, die fur die TIRF-Mikroskopie benutzt wurden.

4.2.5. Zellzahlbestimmung automatisch
Die Zellzahl der MEF-Zellen wurde unter Zuhilfenahme des LUNA™ Automated Cell

Counter (Logos) errechnet. Hierfir wurden die dafur bereitgestellten LUNA-
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Zellobjekttrager und Trypanblau verwendet. Da die lebenden Zellen eine intakte
Zellmembran besitzen, konnte der Farbstoff nicht penetrieren und sie blieben
ungefarbt. 10 ul einer Suspension aus 10 pl Zellgemisch und 10 pl Trypanblau wurde

in die LUNA Zellobjekttrager pipettiert und im Logos gemessen.

4.2.6. Zellzahlbestimmung manuell

Die Zellzahl wurde manuell in der Neubauerkammer bestimmt. Die Neubauerkammer
besitzt ein Kreuz mit neun Grof3quadranten. Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden
die vier zentralen Eckquadrate verwendet. Damit die Zellzahl von lebenden Zellen
bestimmt werden konnte, musste ein kleiner Teil der Zellsuspension 1:1 mit
Trypanblau verdinnt werden. 10 pl der Trypanblau-Mixtur wurden in die
Neubauerkammer pipettiert und die Zellen unter dem Mikroskop mithilfe eines
Zellzahlklickers gezahlt. Zuletzt konnte die Menge der Zellen in Suspension
hochgerechnet werden:

c (Zellen/ ml) = Anzahl der gezahlten Zellen x10.000 = Kammerformel / (Anzahl der
Quadrate x Verdinnung)

4.2.7.Transiente und stabile Transfektion

Um fremde DNA in eukaryotische Zellen einzubringen und dort zu verankern, wurde
ein Transfektionsprotokoll mit dem Reagenz Attractene (Qiagen) angewendet. In einer
weiteren stabilen Transfektion verwendete ich das Reagenz Turbofectin (Origene).
Attractene sind ein nicht liposomales, positiv geladenes Peptid, welches in Lésung an
die negativ geladene DNA bindet und einen Komplex bildet. Diesem Komplex ist es
maoglich, durch Mizellenbildung in das Zytosol zu gelangen. Als Protokollvorlage diente
das mitgelieferte Protokoll der Firma Qiagen. Einen Tag vor der Transfektion wurden
auf einer 6-Lochnapfschale je 200.000 MEF STIM1-/- Zellen pro Lochnapf ausplattiert.
Es folgte eine Inkubation fur 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2. Am Tag der
Transfektion wurden zur Herstellung stabiler Zelllinien 100 pl Opti-Mem® (1x)-Medium
mit jeweils 1 pg Plasmid-DNA der Plasmide versetzt:

Im nachsten Schritt wurde fir eine stabile Transfektion 1 pl hy-pBase-Vektor
hinzugegeben, um die Plasmid-DNA dauerhaft im Genom der Zelllinien zu verankern.
Dann wurde der Ansatz durch Zugabe von 4,8 ul Attractene erganzt, erneut fir ein
paar Sekunden vermischt und anschlie3end fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wurde das MEF-Zellmedium erneuert. Im letzten Schritt

39



wurde der Ansatz auf den jeweiligen Lochnapf getropfelt, anschlieRend geschwenkt
und fur 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.

Im Falle einiger Experimente wurde auf die bereits erfolgreich stabil transfizierten
Zelllinien transient noch pE hOrail YFP (N-Terminal) transfiziert. Bei transienter

Transfektion wurde auf hy-pBASE-verzichtet.

Tabelle 18 stabile Transfektion mit Attractene

Opti-Mem® (1x) Medium 100
Plasmid-DNA 1 pg/ul 2
pBase 1 pg/ul 1
Attractene 4,8
Opti-Mem® (1x) Medium 100
Plasmid-DNA 1 ug/ul 3
pBase 1 pg/ul 15
Turbofectin 9

4.2.8. FACS-Zellensortierung (FACS-Sorting)

Nach erfolgreicher Transfektion wurden die Zellen am Institut fir molekulare Biologie
(IMB) in Mainz sortiert, um die transfizierten Zellen anzureichern. Dabei wurden die
Zellen vor dem Sorting mit 0,05 %Trypsin EDTA in Losung gebracht, anschlieRend fur
3 min bei 1200 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 5 ml PBS
resuspendiert. Anschliel3end erfolgte das Sortieren der Zellen mit der FACS-Sorting-
Maschine gegeben. Durch eine Saugkapillare wurden die Zellen hochfrequent von
einem Laser photometrisch sortiert. AnschlieRend wurden die mcherry-positiven
Tropfen in ein neues Falcon Uberfiihrt. Danach wurden die sortierten Zellen ein zweites
Mal fiir 3 min bei 1300 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 10
ml auf 37 °C vorgewarmtes DMEM Medium in einer Zellkulturschale inkubiert. Dieses
Protokoll wurde, nachdem sich eine ausreichende Zellpopulation gebildet hatte,
wiederholt. Nachdem eine ausreichende mcherry-positive Populationsdichte von >85
% erreicht wurde, wure die transfizierte Zelllinie fur alle weiteren Experimente

verwendet. FiUr die Einstellung der Laser wurde bei dem transfizierten
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Fluoreszenzprotein mcherry der FACS-Laser PE-TexasRed mit einer Wellenlange von
561 nm und im Falle von transfiziertem YFP-Fluoreszenzprotein der SSC Laser mit

einer Fluoreszenz von 488 nm verwendet.

4.3. Mikroskopie

4.3.1. Interne Totalfluoreszenzmikroskopie

Der Vorteil eines Totalfluoreszenzmikroskops (TIRF)-Lichtmikroskops liegt darin, dass
ein anregender Laserstrahl die fokussierte Zelle nicht vollstandig durchdringt, sondern
an einem Prisma totalreflektiert wird. Dadurch wird erméglicht, dass nur die sehr
basalen Anteile der Zelle durch Fluoreszenz angeregt werden und die unerwiinschte
Eigenfluoreszenz weiter hoher gelegener Zellebenen nicht erfasst wird. Die
Eindringtiefe kann mechanisch verandert werden, indem ich, zum Beispiel fur eine
geringere Eindringtiefe, den Einstrahlwinkel des Lasers abflacht. Befinden sich also in
einem Abstand von 50-200 nm unter dem Glas fluoreszierende Molekile, kénnen
diese erfasst werden. Dadurch wird es ermdglicht, die Fluoreszenz zu detektieren, die
auf oder knapp unter der Zellmembran liegt, wahrend in der Z-Achse unerwiinschte
tiefer liegende Fluoreszenzen ausgeblendet werden.

Die MEF-Zellen wurden fur 10 Minuten mit 2 uM Thapsigargin und 20 Minuten mit 100
MM H20:2 inkubiert. Anschliel3end wurden sie mit Formaldehyd fixiert.

Das Fluoreszenzprotein mcherry mit einer Exzitation von 587 nm und einer Emission
von 610 nm wurde durch einen mcherry-Laser angeregt. Der Winkel des TIRF-
Mikroskops wurde so eingestellt, dass nur innerhalb von 50 nm unterhalb der
Glasplatte Fluoreszenz detektiert werden konnte. Ein aufgenommenes Bild ist mit 51

UM in Breite und Hohe und 512 x 512 Voxel aufgenommen.

4.3.2. Hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie

Es wurden alle MEF-Zellreihen zu je 2000 Zellen/Well in einer schwarzen 96 Wellplatte
mit transparentem Boden ausplattiert. Nach weiteren 48 Stunden wurden die Zellen
mit dem Farbstoff Hoechst (1:1000) in Nahmedium fur 10 Minuten inkubiert. Das Opera
Phoenix™ Mikroskop wurde auf 37 °C erwarmt und mit 5 % COz2 inkubiert. Es wurde
ein mcherry-sensitiver Laser (Exzitation 561 nm, Emission 599 nm) ausgewahlt. Die
durch Hoechst angefarbten Zellkerne wurden mit dem DAPI-Laser (Exzitation 405 nm,

Emission 456 nm) angeregt. Vor der Messung wurden die Zellen in einem
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modifiziertem HBSS Medium inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen fir 10 Minuten
in 2 uM Thapsigargin und fir 20 Minuten in 100 pM H20:2 inkubiert. Als Kontrolle
dienten unbehandelte Zellen. Zur Auswertung wurde das Columbus Programm
verwendet. Mithilfe des Programmes konnten die Zellen in ein unterschiedliches
mcherry-Verteilungsmuster unterteilt werden. Es wurden mcherry-Punctae ein
retikulares mcherry-Verteilungsmuster und ein flachig-gleichméalRiges

Verteilungsmuster unterschieden.
4.4. Proteinbiochemie

4.4.1. Proteinisolation

Um die Proteinkonzentration der behandelten Zelllinien fur den nachfolgenden
Westernblot zu bestimmen, mussten die Zellproteine im ersten Schritt von den Ubrigen
Zellbestandteilen wie Zellmembran, DNA etc. isoliert werden. Daflr wurde das Medium
der Zellen abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurde
120 pl — max. 300 pl Radioimmunoprecipitacion assay (RIPA) — Puffer in die
Zellkulturschale gegeben. Mit einem Zellschaber wurden die adhérenten Zellen von
der Platte gel6st. Die RIPA-Zellen-Losung Uberfuhrte ich in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3.
Im nachsten Schritt zentrifugierte ich bei 21100x g fir 30 min bei 4 °C. Der
proteinreiche Uberstand wurde in neu beschriftetes Reaktionsgefaf tiberfiihrt.

4.4.2.Proteinquantifizierung via BCA-Assay

Um den Proteingehalt in der RIPA-Zell-Losung zu quantifizieren, verwendete ich den
Bicinchoninsaure (BC)-Test des BC Assay Protein Quantification Kits (Interchim) nach
Herstelleranagben. Hierbei bilden Cu?*-lonen mit den Proteinen der Losung einen
Komplex, der photometrisch detektiert werden kann. Um die Proteinkonzentration zu
quantifizieren, wurden verschiedene Konzentrationen einer Rinderserumalbumin
(BSA)-Messreihe (0; 6, 25; 12,5; 25; 50; 100 und 200 pg/ml) mit 15 pl pro
Lochnapfschale in eine 96-Lochnapfschalenplatte als Triplet angesetzt. Anschliel3end
verdunnte ich die Zelllysate 1:10 und gab 15 pl in dreifacher Ausfiihrung in neue
Lochnépfe hinzu. Im nachsten Schritt gab ich 200 pl einer BC-Reagenz-Mixtur,
bestehend aus Reagenz A und B im Verhéaltnis 1:50 in die vorher behandelten
Lochnapfschalen hinzu. Anschlie3end folgte eine 30 Minutige Inkubation bei 37 °C.

Zuletzt wurde der Assay photometrisch bei einer Wellenlange von 562 nm im Infinite®
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200 PRO (Tecan) gemessen. AnschlieRend wurden die Proteinkonzentrationen via

Excel (Microsoft) ausgewertet.

4.4.3.Proteinselektion via SDS-Page

Die von Urlich K. Laemmli entwickelte Methode eines diskontinuerlichen
elektrophoretischen Systems ermdglichte es erstmalig, Proteine zwischen 5 und 250
kDa gut zu trennen (Cleveland et al. 1977). Um die nun quantifizierte
Proteinkonzentration nach ihrer GroRe aufzutrennen, verwendete ich die
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Hierbei macht
man sich die elektrische Ladung der Proteine zu nutze. Da kleinere Proteine aufgrund
der geringeren Eigenladung und dadurch geringerer Bindung an das hinzugegebene
SDS die Gelmatrix schneller als grof3ere Proteine durchlaufen kdnnen, ist es moglich,
die Proteine anhand ihres Gewichtes/ihrer Gro3e) auf einer SDS-Page aufzutrennen.
Nachdem die Proteinproben in RIPA-Puffer fir 30 min bei 21100 g zentrifugiert
wurden, wurde der Uberstand in ein neu beschriftetes ReaktionsgefaR uberfiihrt und
das Pallet verworfen. AnschlieBend wurden die ReaktionsgefalRe mit Uberstand bei
95 °C fur 5 Minuten inkubiert. Den durch das BC-Assay vorbereiteten Zelllysaten
wurde ein 5-facher Probenpuffer hinzugegeben und nach Hitzedenaturierung
Uberfuhrte ich selbige Lysate in die vertikale Gelelektrophoresekammer, in die vorher
das Gradientengel eingespannt worden ist und mit 1x SDS-Ladepuffer aufgefullt
wurde. Fur das Gradientengel wurde ein 4-15 % oder ein 4-20 % Mini PROTEAN
Membran Stain Free Gel (Bio-Rad) benutzt. Um die Grél3e der Proteine zu bestimmen,
beflllte ich eine Tasche des Gradientengels mit 5yl eines
Molekulargewichtsstandards (Chameleon Duo). Anschliel3end lief3 ich fir 16 min eine
Spannung von 300 V durch die Gelelektrophoresekammer laufen.

Name Zusammensetzung
20 mg Bromphenolblau
10 ml mit Milli-Q-H20
20 mg Bromphenolblau
0,77 gDTT
19 SDS
20 ml Glycerol

5x Probenpuffer
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4.4.4.Proteindetektion via Western-Blot und Immunodetektion

Um die nun nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine bestimmen zu
konnen, mussen diese in einem ersten Schritt auf eine neue Membran Ubertragen
werden. In einem zweiten Schritt folgt die Detektion der Proteine Uber einen mit einem
Fluoreszenzfarbstoff oder einem Enzym gekoppelten Sekundarantikdrper. Dieser
bindet an einen Primarantikdrper, der wiederum spezifisch an das Zielprotein binden
konnte. Wahrend des Western Blots wurden die im Gel gebundenen Proteine in einer
Kammer des Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) auf eine Nitrozellulose-Membran Ubertragen.
Im nachsten Schritt wurde die Membran fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in 3%-iger
Milchpulverldsung in PBS-T inkubiert. Anschlieend wurden die Proteine mit
Primarantikdrpern, die an ihr Antigen (STIM1, STIM2, Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) oder Aktin) spezifisch gebunden haben tber Nacht bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurde nach dreimaligem Waschen mit 0,1 % PBS-T der
Sekundéarantikorper (Anti-Mouse 680/800 nm, Rabbit 680/800 nm) hinzugegeben.
Dieser inkubierte fir eine Stunde lichtgeschitzt bei Raumtemperatur. Im nachsten
Schritt wurde mittels ODYSSEYs die Emission der verwendeten Sekundarantikérper

detektiert und mit der zugehdorigen Software ausgewertet.

Tabelle 19 Primarantikorper

Anti-Actin Maus 1:4000
Anti GAPDH Kaninchen 1:3000
Anti-STIM1/GOK Maus 1:1000
Anti STIM2 Kaninchen 1:750
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Tabelle 20 Sekundarantikérper

Anti-Mouse IgG 800 Ziege 1:10000
Anti-Mouse IgG 680 Ziege 1:10000
Anti-Rabbit IgG 800 Ziege 1:10000
Anti-Rabbit IgG 680 Ziege 1:10000

Tabelle 21 PBS-T Puffer

Puffer Bestandteile
2 g Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4)
2 g Kaliumchlorid (KCI)
11,5 g di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat (Na2HPO4 x 2H20)
80 g Natriumchlorid (NaCl)
5 ml Tween 20
ad 1 L mit Mili-Q-H20

10x PBS-T, pH=7,4

4.5. SOCE Induktion und Fluoreszenzdetektion

Um intrazellulare Kalziumkonzentrationsanderungen in den MEF-Zellen mit den
STIM1-mcherry Varianten zu detektieren, verwendete ich einen fluoreszierenden
Kalziumkomplexbildner und bestimmte die Fluoreszenz photometrisch. Hierfur
benutzte ich den Farbstoff CalciFluor™-(Fluo-2MA; Fluo-8). Zwei Tage vor der
Messung wurden auf einer 96 Lochnapfschalenplatte (Greiner 96Black Flat) 2000
Zellen ausgeséaht. Die Zellen inkubierten fur zwei Tage in 100 pul DMEM Medium im
Inkubator. Am Tag der Messung wurde das DMEM Medium durch 100 pl
Extrazellularmedium (EZ-Medium mit 1 mM Kalzium, Zusammensetzung s.u.) und 5
MM Fluo8 ersetzt. Dieses inkubierte anschlie3end fiir 30 min bei 37 °C und 5 % COs..
Dieses wurde anschliel3end abgesaugt und durch EZ-Medium (mit 1 mM Kalzium
ersetzt), welches mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) und je nach Versuchsansatz
mit 100uM H202 versetzt wurde. Anschlielend wurde das Medium angesetzt, mit EZ-
Medium (mit 1 mM Kalzium) gespult und anschlieRend mit 100 pl EZ-Medium (mit 1
mM EGTA) ersetzt. Die Platte wurde anschlieRend in dem Infinite200Pro (Tecan)
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ausgemessen. Es wurde ein Fluo-8 sensitiver Laser (Exzitation 490 nm, Emission 520
nm) und ein sensitiver DAPI Laser (Exzitation 340 nm, Emission 450 nm) verwendet.
Wahrend der Messung wurden nach 2 Minuten 50 pl Extrazellularpuffer (mit 1 mM
EGTA) und 6uM Thapsigargin (die Endkonzentration in der Lésung betrug somit 2 pM),
sowie zur Kontrolle 50 pl Extrazellularpuffer (mit 1 mM EGTA) ohne Thapsigargin
injiziert. Nach weiteren 8 Minuten wurden 50 pl Extrazellularpuffer (mit 8 mM Ca?*)
injiziert. Die Endkonzentration des Kalziums in der Losung betrug 2 mM. Die
Ergebnisse wurden anschlielend mithilfe der Programme Excel 2010 und Graph Pad
Prism 6 ausgewertet. Das Vorbild fiur diesen Versuchsaufbau waren die

Kalziumversuche aus (Prins et al. 2011).

130 mM NaCl

4,6 mM KClI

2 mM MgClz

10 mM Hepes pH 7.4

5 mM D-Glucose

1 mM CaClz/ 8 mM CacCl:

EZ-Medium mit Kalzium

130 mM NaCl

4,6 mM KClI

2 mM MgClz

10 mM Hepes pH 7.4
5 mM D-Glucose

1 mM EGTA

EZ-Medium mit EGTA
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5. Ergebnisse

5.1. Herstellung von STIM1 Plasmiden

Um meine Experimente durchzufiihren, stellte ich stabil transfizierte Zellreihen her.
Dazu klonierte und mutierte ich das Plasmid wie in den folgenden Kapiteln

beschrieben.

5.1.1. Herstellung eines Doppelmutanten durch zielgerichtete
Punktmutation

Zur Einfihrung der Punktmutation am Cystein 49 von STIM1 wurde das Q5 Site-

Directed Mutagenesis Kit Protokoll verwendet. Mit den beiden Primern STIM C49M

forward und backward fiuhrte ich eine PCR am Template, dem

PENTRS5b STIM1 C56M mcherry Plasmid mit einer Lange von 6352 bp, nach

Herstellerangaben durch. Anschlie3end wurde eine Gelektrophorese ausgefihrt.

pENTRSb STIM1 C49M
1kb Marker C56M mcherry

12000

6352

5000

3000

2000
1650

Abbildung 11: PCR der neu eingefigten Punktmutation. Agarosegel nach PCR mit einer deutlichen
Bandenbildung, die der Lange des pENTR5b mit 6352 Bp entspricht.

Anschlie3end reinigte ich die DNA auf und isolierte die neu synthetisierte DNA. Als
nachstes ligierte ich das Plasmid und transformierte es in kompetente Bakterien.
Erfolgreich transformierte Bakterien wuchsen im Brutschrank zu Kolonien an. Einzelne
Kolonien wurden von mir isoliert und in einem Inkubator vermehrt. Im nachsten Schritt
reinigte ich die pENTR5b C49M C56M mcherry Plasmide auf. Ein von mir im
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Anschluss durchgefiihrter Probeverdau und Gellauf zeigte, dass das Plasmid
erfolgreich vermehrt wurde. Die verwendeten Schneideenzyme sowie die dabei
resultierenden Plasmidlangen wahlte ich mithilfe des Programms Serial Cloner aus.

pEntr5b STIM C49M
C56M mcherry (EcoRI FD
1kb Marker und Munl FD)

12000
5000 M 5114
L

2000 - -
1650 - el

1217
1000

850

Abbildung 12: Probeverdau des Doppelmutationsplasmids. Mithilfe der Enzyme EcoR1 und Mun:
wurde das aufgereinigte pENTR5b C49M C56M mcherry Plasmid verdaut. Es resultierten zwei
deutliche Banden in passender Hohe bei 5114 Bp sowie 1217 Bp. Zum Groéf3envergleich diente die 1
Kb Plus DNA Ladder.

5.1.2. Sanger-Sequenzierung des pENTR5b-C49M-C56M-mcherry
Plasmids

Zuletzt war es erforderlich, dass ich die nun vorliegenden Plasmide validierte, indem
ich ihre Basensequenz kontrollierte. Dies geschah mithilfe der durch GATC-Biotech
angebotenen Sanger-Sequenzierung. Ich wahlte einen Primer aus, der in der mcherry-
Sequenz komplementéar gebunden hat, ca. 200 Basenpaare vor der eingefligten
Mutation im  STIM1 befindlich. Hierfir verwendete ich den STIM1
Sequenzierungsprimer.

Nach erfolgreicher Uberpriifung des Ergebnisses der Sanger-Sequentierung

rekombinierte ich das Insert mittels Gateway in einen geeigneten Zielvektor.
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5.1.3. Klonierung des pENTR-Insert in DEST-Vektor

Zusatzlich  zur  Klonierung des von mir erfolgreich  amplifizierten
PENTR5b STIM1 C49M C56M mcherry  klonierte ich auch die Plasmide
PENTR5b STIM1 WT mcherry, PENTR5b STIM1 C49M mcherry,
PENTRS5b STIM1 C56M mcherry und pENTR3c mcherry (,Emptyvektor) in den
Zielvektor pPB CAG HA DEST.

Mithilfe des Programmes Serial Cloner wahlte ich geeignete Enzyme aus, die aus dem
PENTR-Klon das Insert herausschnitten. Fir den  Zuschnitt  der
PENTRS5b STIM1 WT/C49M/C56M / DM Plasmide verwendete ich die
Restriktionsenzyme Sall FD und Avrll. Fir den Zuschnitt des pPB CAG HA DEST
wurden die Enzyme Avrll und Xhol verwendet. Den Probeverdau trug ich auf ein

Agarosegel auf und fuhrte anschlielend eine Gelelektrophorese durch.
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Abbildung 13: Uberfihrung der pENTR-Plasmide in den DEST-Vektor (A). Der Zielvektor
pPB CAG HA DEST wurde mit den Enzymen Avrll und Xhol geschnitten. Die resultierenden
BandengrofRen sind auf Hohe von 5731 Bp und 2061 Bp. Die pENTR5B STIM1 WT mcherry /
STIM1 C49M mcherry / STIM1 C56M mcherry-Plasmide wurden mit Sall FD und Avrll geschnitten. Die
resultierenden Bandengrof3en liegen bei 3747 Bp und 2605 Bp. Es wurde ein 1 kB DNA-ladder
verwendet.
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pEntr5b + Stim1
C49M C56M mcherry pPB CAG HA Dest
1kb Marker (Avrll & Sall) 1kb Marker (Xhol &Auvrll)
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Abbildung 14: Uberfiihrung des pENTR-Inserts in DEST-Vektor (B). Der Zielvektor pPB CAG HA
DEST wurde mit den Enzymen Avrll und Xhol geschnitten. Die resultierenden Bandengrof3en sind auf
Hohe von 5731 Bp und 2061Bp. Das pENTR5b STIM1 C49M C56M mcherry Plasmid wurde mit Sall
FD und Avrll geschnitten. Die resultierenden Bandengrof3en liegen bei 3737 Bp und 2605 Bp. Es
wurde 1kB DNA ladder verwendet.

Als Néchstes reinigte ich die benétigten Plasmidanteile auf Bandenhéhe 5747 Bp und
3747 Bp auf. AnschlieRend ligierte ich den geschnittenen pPB CAG HA DEST-
Zielvektor mit den STIM1-Plasmidvarianten. Parallel hierzu klonierte ich den
PENTR3c mcherry-Leervektor in den Zielvektor pPB CAG HA Dest. Im nachsten
Schritt transformierte ich die rekombinierten Zielvektoren in kompetente Bakterien.
Danach isolierte ich die erfolgreich transformierten Bakterien und vermehrte sie in
Ubernachtkulturen. AnschlieRend isolierte ich die Bakterien-DNA und Uberpriifte mit

einem Probeverdau, ob die rekombinierten Zielvektoren vermehrt wurden:
pest 0 eda““
1kb Marke 9?;32?\1@"“:93 Cp.e\‘\koei;?cpieﬂkw‘\“““ 2
arker *

12000

5000 5224

4000

3000

2000 2036

1650
1528

Abbildung 15: Probeverdau des EV im DEST-Vektor (A). Der Leervektor mcherry wurde erfolgreich
in den Zielvektor pPB CAG HA DEST Kkloniert. pPB CAG HA DEST mcherry zeigt bei EcoRI Verdau
passende Banden in H6he von 5224 Bp und 1529 Bp. Im Kontrast dazu zeigt der unklonierte Zielvektor
pPB CAG HA DEST ohne mcherry bei EcoRI Verdau Banden in Hohe von 5524 Bp und 2036 Bp. Zur
Kontrolle wurde ein unverdauter Zielvektor hinzugegeben, der keine weitere Bande aufzeigt.
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Abbildung 16: Probeverdau des STIM1 WT /C49M / C56M im DEST-Vektor (B). STIM1 WT mcherry,
STIM1 C49M mcherry und Stim1 C56M mcherry; wurden erfolgreich in den Zielvektor pPB CAG HA
DEST ligiert. Es zeigt sich nach Kpnl FD Verdau eine Bande in zu erwartender H6he von 714 Bp. Zur
Positivkontrolle wurde pPB CAG HA DEST ohne Insert verdaut. Zur Negativkontrolle wurde pPB CAG
HA DEST ohne Enzymverdau aufgetragen.
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Abbildung 17: Probeverdau des C49MC56M im DEST-Vektor (C). Das Insert
Stim1 WT mcherry C49M C56M wurde erfolgreich in den Zielvektor pPB CAG HA DEST ligiert. Es zeigt
sich nach Kpnl FD Verdau eine Bande in zu erwartender Héhe von 714 Bp. Zur Negativkontrolle wurde
pPB CAG HA DEST ohne Verdau aufgetragen.
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5.2. Herstellung stabil transfizierter MEF STIML1 -/- Zellreihen

Nachdem ich meine hergestellten Plasmide in ihrer Basensequenz via Sanger-
Sequentierung  kontrolliert hatte, transfizierte ich diese in embryonale
Mausfibroblasten. Hierfur verwendete ich MEF STIM1 -/- Zellen. Damit ich eine
ausreichende Zahl an transfizierten Zellen flr eine stabile Zellkultur bekam, sortierte
ich die Zellen an wochentlich aufeinanderfolgenden Terminen am FACS-Gerat (FACS-
Sorting). Nachdem meine Zellreihen mit einer mcherry-positiven Transfektionsdichte
von > 85 % sortiert wurden, verwendete ich einen Teil der Zellen fir meine

Experimente und lagerte einen Teil der Zellen bei -80 °C ein.

5.2.1. Kontrolle der stabil transfizierten MEF STIM1 -/- Zellreihen

Um zu kontrollieren, ob die STIM1-Konstrukte stabil in die DNA der Zellreihen integriert
worden sind, fiuhrte ich eine genomische DNA (gDNA)-Isolierung durch. Danach
kontrollierte ich den genomischen Einbau des Inserts mit einer PCR. Als néachstes trug
ich die PCR auf ein Gel auf und fuhrte eine Gelelektrophorese durch. Nachdem ich
eine Bande auf passender Hohe vorgefunden hatte, liel3 ich das aufgereinigte PCR-
Produkt auf die korrekte Basenabfolge, insbesondere im Bereich der Punktmutationen
uber die Sanger-Sequentierung kontrollieren. Um zu uberprifen, ob die eingefugten

Plasmidvarianten exprimiert werden, fertigte ich einen Western-Blot an.
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Abbildung 18: Agarosegel mit gDNA der stabil transfizierten Zellreihen. Die GDNA von
MEF STIM1 -/- +Stim1 WT mcherry, MEF Stim1 -/- +Stim1 C49M mcherry; MEF Stim1 -
/- +Stim1 C56M mcherry; MEF Stim1 -/- +Stim1 C49M C56M mcherry; MEF Stim1 -/- + mcherry GDNA
wurde isoliert. Anschlielend wurde die PCR durchgefihrt. Die Primer wurden ca. 300 Bp vor und nach
der Mutationen im Stimlprotein gesetzt. Hieraus ergibt sich eine Basenlange des PCR-Produkts von
677 Bp. In der DNA-Detektion via Agarosegel zeigen alle Zellreihen eine Bande in passender Héhe. Da
im Falle des EV kein STIM1 vorhanden ist, zeigt sich keine Bande.
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Abbildung 19: Sanger Sequenzierung der PCR amplifizierten gDNA. Der Sequenzierungsprimer
wurde im PCR-Produkt so gesetzt, dass er im Bereich des mCherry komplementar gebunden hat. In
den schwarz umrandeten Kastchen ist ein Ausschnitt des Sanger-Sequenzierungsergebnisses zu
sehen. Die sequenzierte Basenabfolge ist jeweils der obere 53 Strang. Hierzu wurde durch das
Programm Snapgene der jeweils komplementare 3'5' gebildet. Der rote unterlegte DNA-Abschnitt ist
ein Teil der mCherry Sequenz. Der griin unterlegte DNA-Basenstrang ist ein Ausschnitt der STIM1
Sequenz. Abbildung A: Abgebildet ist die sequenzierte gDNA aus Mef STIM1 -/- + STIM1 WT mcherry.
An Stelle 49 findet sich das Basentriplet TGC, welches fur die Aminosaure Cystein kodiert. An Stelle 56
findet sich das Basentriplet TGT, welches ebenfalls fir Cystein kodiert. Abbildung B: Abgebildet ist die
sequenzierte gDNA aus Mef STIM1 -/- + STIM1 C49M mcherry. An Stelle 49 befindet sich das
Basentriplet ATG, welche fur die Aminosédure Methionin kodiert. An Stelle 56 befindet sich das
Basentriplet TGT, welches fir Cystein kodiert. Abbildung C: Abgebildet ist die sequenzierte gDNA aus
Mef STIM1 -/- + STIM1 C56M mcherry. An Stelle 49 befindet sich das Basentriplet TGC, welches flr
Cystein kodiert. An Stelle 56 befindet sich das Basentriplet ATG, welches fir Methionin kodiert.
Abbildung D: Abgebildet ist die sequentierte gDNA aus Mef STIM1 -/- + STIM1 C49M C56M mcherry.
An Stelle 49 und 56 zeigt sich jeweils das Basentriplet ATG, welches fur Methionin kodiert.
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Abbildung 20 Western-Blot der stabil tranfizierten MEF STIM1 -/- Zellreihen. Der Western-Blot zeigt
die erfolgreiche Uberexpression von STIM1 WT mcherry, STIM1 C49M mcherry, STIM1 C56M mcherry
und EV mcherry. In STIM1 -/- MEFs. Als Positivkontrolle wurde ein MEF WT Zelllysat mitgeftihrt, als
Negativkontrollen wurden MEF STIM1 -/- sowie MEF STIM2 -/- Zelllysate mitgefuhrt.
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5.3. STIM1 bildet Punctae direkt unterhalb der Zellmembran

Zhang et al. berichtete 2005 von einer Punctae-Bildung des STIM1 Proteins in der
Néahe der Zelloberflache, nachdem durch den SERCA-Inhibitor Thapsigargin der
Kalziumspeicher des ER geleert worden ist (Zhang et al. 2005). Wu et al. bestatigte
ein Jahr spater durch parallele Farbung von ER und STIM1 an einem TIRF-Mikroskop,
dass es STIM1 und nicht das ER ist, welches sich in die Nahe von ER-
Plasmamembran-Schnittstellen bewegt (Wu et al. 2006). Hawkins et al. zeigte 2010,
dass STIM1 ein Sensor fur oxidativen Stress ist und durch S-Glutathionylierung an
Cysteinresten in ihre aktivierte, punctaebildende Form uberfihrt wird (Hawkins et al.
2010).

Dieses Experiment fihrte ich an einem TIRF Mikroskop durch, um zu tberprifen, ob
STIM1 Punctae in unmittelbarer Nahe zur Zellmembran liegen. Desweiteren
untersuchte ich, ob die Punctaebildung durch thapsigargininduzierte ER-
Kalziumvorratsentleerung sowie H202 befordert wird. Dies tat ich, um zu Uberprufen,
ob STIM1 durch ER-Kalziumdepletion sowie durch H202 zur vermehrten
Punctaebildung gebracht wird.

Fir meine Experimente mit dem TIRF-Mikroskop fixierte ich MEF STIM1 -/- + STIM1
WT mcherry Zellen. Nach 10-mintiger Inkubation in 2 uM Thapsigargin und nach 20
Minuten Inkubation in 100 pM H202. Zur Kontrolle fixierte ich Zellen, die vorher nicht
behandelt wurden. Ich verwendete MEF STIM1 -/- Zellen, in die ich stabil
STIM1 WT mcherry transfiziert hatte. Da STIM1 WT und das Fluoreszenzprotein
mcherry gemeinsam exprimiert werden, entspricht das mcherry-Verteilungsmuster

dem STIM1-Verteilungsmuster innerhalb der verwendeten Zelllinie.
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Abbildung 21 STIM1 Punctaebildung wird durch TG und H>O induziert. Die STIM1-/- + STIM1 WT
mcherry Zellen wurden entweder unbehandelt, fur 10 min mit 2 uM Thapsigargin oder fur 20 min mit
100 uM H20:2 inkubiert und fixiert. Die Fluoreszenz der Zellen wurde mit einem mcherry-anregenden
Laser detektiert.. Abbildung A stellt ein typisches Fluoreszenzmuster von STIM1 -/- + STIM1 WT Zellen
dar, die vor der Fixation keiner Behandlung unterzogen wurden. Es sind wenige, vereinzelte
punktformige Fluoreszenzen, sowie diffus retikulare Fluoreszenz zu erkennen. Abbildung B zeigt eine
typisch Punctaebildende STIM1 -/- + STIM1 WT Zelle, die mit 2 uM Thapsigargin inkubierte. Es heben
sich stark leuchtende punktférmige Fluoreszenzen vom Hintergrund ab. In Abbildung C. zeigte sich eine
typisch Punctaebildende STIM1 -/- + STIM1 WT Zelle, die mit 100 uM H20: inkubierte. Abbildung D
zeigt im Falle von 2 uM Thapsigargin gegentber der unbehandelten Baseline (BL)und H20:2 ein
signifikant erhdhter Anteil der Kategorie viele, groRe Punctae (schwarz gefarbter Saulenanteil). Im Falle
von H20:2 zeigte sich gegenulber der BL ein signifikant erhdhter Punctaeanteil in der Kategorie viele,
groBePunctae. Statistik: Die Bilder (n=28) wurden von verschiedenen Personen (n=3) geblindet in die
Kategorien kleine, wenige Punctae und viele, grof3e Punctae eingeteilt. Die Saulen zeigen den Mittelwert
mit der Standardabweichung an. Statistische Signifikanz wurde Uber den 2way ANOVA Varianztest
berechnet. signifikant= p <0,05=* p <0,01 =**, p < 0,001 =***, p <0,0001 = **** Scalebar der Bilder
10 pM.

In diesem Versuch wird durch eingebaute Spiegel des TIRF-Mikroskops nur die
Fluoreszenz detektiert, die max. 50 nm unterhalb des Objekttragers liegt. Dies
bedeutet, dass sich die STIM1 Punctae unmittelbar unterhalb der Zellmembran
befinden mussen (Abb. A-C). In diesem Experiment zeigt sich, dass STIM1 nach 2 uM
Thapsigarginbehandlung und nach H202-Behandlung signifikant ofter viele, grof3e
Punctae, gegenuber keiner Inkubation bildet (Abb. D). Dies bedeutet, dass STIM1-WT
Proteine durch ER-Kalziumabfall sowie durch H202 oligomerisieren und in Richtung
der Zellmembran wandern.

Im n&achsten Schritt wird der Einfluss der redoxsensitiven Aminosauren C49 und C56

auf die Punctaebildung untersucht.
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5.4. STIM1-Punktmutationen an redoxsensitiven Aminosauren

fiuhren zu eingeschrankter STIM1 Punctaebildung

Ein prominentes Angriffsziel von reaktiven Oxidantien (H202) ist der reaktive
Schwefelrest der Aminosaure Cystein. Dieser wird unter oxidativem Stress zu einem
Sulfenséurerest oder einer Disulfidbriicke oxidiert. Glutathion (GSH) ist ein Redox-
Puffer und kann reaktive Sauerstoffspezies (ROS) unschadlich machen, indem es
selbst oxidiert wird. Hierdurch entstehen aus zwei oxidierten GSH ein Molekul mit einer
Disulfidbriicke (GSSG). Ein weiterer Wirkmechanismus des GSH ist die S-
Glutathionylierung von reaktiven Schwefelgruppen an Proteinen, welches einen
Einfluss auf die Proteinfunktion hat. Schon seit langerem ist bekannt, dass oxidativer
Stress zu einem erhohten intrazellularen Kalziumniveau fihrt, was unter Umstanden
bis zum induzierten Zelltod fihren kann (Ermak and Davies 2002). STIM1 besitzt in
unmittelbarer Nahe der Kalziumbindenden EF-Hand (10 AS) zwei hochkonservierte
Cysteine an Stelle C49 und C56.

2010 stellt Hawkins et al, einen neuen Wirkmechanismus von STIM1 vor. Neben der
bereits bekannten durch ER-Kalziumvorratsdepletion-abhangigen STIM1-Aktivierung
kann STIM1 ebenfalls Kalziumvorratsdepletions-unabhangig durch oxidativen Stress
via S-Glutathionylierung in seine aktivierte, punctaebildende Form uberfihrt werden
(Hawkins et al. 2010). Vermutet wurde, dass STIM1 nach H202 Inkubation an Stelle
C56 S-glutathionyliert wird. Hierdurch ergibt sich eine verringerte Kalziumaffinitat der
EF-Hand zum Kalzium. Dieses kann durch S-Glutathionylierung an C56 leichter aus
der kalziumbindenden Doméne entweichen. Durch die verénderte Struktur der EF-
Hand wird eine Oligomerisierung (Punctaebildung) des STIM1-Proteins getriggert. Das
geschieht durch homotypische STIM1-STIM1 Proteininteraktionen auf ER- sowie auf
zytosolischer Seite (Stathopulos et al. 2008).

Interessanterweise postuliert Hawkins et al. 2010, dass es bei Punktmutation des
C56A und DM (C49A/C56A), jedoch nicht beim C49A, zu einer dauerhaften, also
konstitutiven Aktivierung (Punctaebildung) von STIM1 kommt.

Um den Einfluss dieser Punktmutationen auf die STIM1 Punctaebildung zu
Uberprufen, verwendete meine Betreuerin aus meiner Arbeitsgruppe meine
hergestellten Mef STIM1 -/- + STIM1 Plasmidvarianten (WT, C49M, C56M, DM, EV)
und untersuchte sie mit meiner Hilfe auf ihre STIM1-Verteilungsmuster. Sie
verwendete das High Content Screening System Opera Phoenix™ von Perkin Elmer.

Hierfir behandelte sie die Zellen in kalziumfreien Extrazellularmedium mit 1 mM EGTA
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fur 10 Minuten mit 2 uM Thapsigargin, sowie in kalziumfreien Extrazellularmedium mit
1 mM EGTA fir 20 Minuten mit 100 pM H202. Zur Kontrolle nahm sie eine Baseline
(BL) ohne Behandlung in demselben EZ-Medium auf. Der Datensatz wurde
anschlieBend mit der Columbus Bildbearbeitungssoftware ausgewertet. Hierflr
trainierte sie dem Programm STIM1-Verteilungsmuster an, die ein typisch retikulares
mcherry-Verteilungsmuster  (inaktives STIM1-Verteilungsmuster), ein typisch
punctaeformiges-Verteilungsmuster (aktiviertes STIM1-Verteilungsmuster), oder ein
typisch  glattes/gleichmaliges-Verteilungsmuster  aufwiesen  (mcherry EV
Verteilungsmuster ohne STIM1). Die Einteilung der aufgenommenen Zellen in die
oben genannten Kategorien wurde anschlieBend automatisch durch die
Bildbearbeitungssoftware ausgewertet: Das folgende Experiment dieses Unterkapitels
wurde von meiner Betreuerin durchgefihrt. Die folgende Abbildung wurde von meiner
Betreuerin erstellt und ihre Schlussfolgerungen wurden in diese Arbeit integriert, um

meine Ergebnisse zu ergénzen:
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Abbildung 22: Punctaebildung istin STIM1 Mutanten reduziert. Fiir diese Experimente wurden MEF
STIM1 -/- Zelllinien + EV / STIM1 -/- + STIM1 WT mcherry / Stim1 -/- + STIM1 C49M mcherry / STIM1
-/- + STIM1 C56M mcherry / STIM1 -/- + STIM1 DM mcherry Zelllinien verwendet. Abbildung A: STIM1
wird in allen Zellreihen, aul3er der EV Zellreihe, exprimiert. Als Negativkontrolle dient ebenfalls der EV.
Abbildung B: 100 uM EGTA als Negativkontrolle zeigte als Negativkontrolle keine STIM1
Oligomerisierung. Abbildung C: Nach Inkubation in 1 pM Thapsigargin fir 10 Minuten und dabei
induzierter ER-Kalziumdepletion zeigte sich eine im Bezug zum STIM1 WT signifikant verringerte
Punctaebildung in allen Mutanten. Punctaebildung im STIM1 DM ist hierbei zum STIM1 C56M nochmals
signifikant erniedrigt. Abbildung D: Nach 20 mindtiger Inkubation in 100 pM H20: zeigte sich eine
signifikant erhdhte Punctaebildung im STIM1 WT, jedoch nicht bei den Mutanten. Ein exemplarischer
Immunoblot ist dargestellt, die Bandengrof3e wurde beschriftet. Die Punctaebildung wurde an lebenden
Zellen mit hochauflosender Fluoreszenzmikroskopie gemessen. Zur Analyse wurden ihre DAPI
gefarbten Zellkerne und eine software-basierte Texturanalyse verwendet. Die mcherry
Fluoreszenzstruktur wurde in die Kategorien weicher Phanotyp (smooth phenotype), retikularer
Phanotyp (reticular phenotype) und Punctaephanotyp (punctae phenotype) eingeteilt. Die Daten sind
als gestapelte Graphen mit SD dargestellt. Statistische Signifikanz wurde Uber den Kruskal Wallis Test
mit Dunn’s multiple comparison test (B und D) oder dem one-vay ANOVA variance test mit Tukey’s
multiple comparison test (C) durchgefiihrt. *p<0,05, n=Anzahl der gemessenen Zellen. Abbildung und
Abbildungsbeschreibung aus ,Dimethyl fumarate alters intracellular calcium handling by redox-
mediated pleiotropic effects®, Dissertation von meiner Betreuerin, 2019.

TG-Inkubation und eine einhergehende ER-Kalziumvorratsdepletion fuhren bei STIM1
WT zu einem stark erhghten Punctaeanteil. Dieser Anteil ist bei den Punktmutanten
im Vergleich zum STIM1 WT signifikant erniedrigt (Abb. B). Innerhalb der
Punkmutanten zeigt sich bei STIM1 DM im Vergleich zu STIM1 C56M eine nochmals
signifikant verringerte Punctaebildung (Abb. B) Durch H20:2 zeigt sich beim STIM1 WT
ein gegendber den Punktmutanten signifikant erhdhter Punctaeanteil (Abb. C).
Diese Ergebnisse von Frau Dr. Herrmann bestatigen meine Ergebnisse aus dem
vorherigen Versuch. STIM1 WT oligomerisiert nach ER-Vorratsdepletion sowie H20:2
Inkubation. Die Punktmutationen fiihren zu einer eingeschrankten Oligomerisierung
des STIM1. Im nachsten Schritt werden die Auswirkungen dieser Punktmutationen auf
den SOCE untersucht.
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5.5. STIM1-Punktmutationen fihren zu verringertem SOCE

Nach STIM1-Punctaebildung wird ORAIL durch STIM1 Uber direkte Proteininteraktion
aktiviert. Sie sind beide essentielle Bestandteile des durch Offnung des ORAI1-
Kalziumkanal getragenen Kalziumeinstroms (SOCE) (Muik et al. 2008; Zhou, Meraner,
et al. 2010; Navarro-Borelly et al. 2008).

Prins et al. postulierte einen gegeniber des STIM1 WT deutlich geringeren SOCE
nach TG-induzierter ER-Kalziumvorratsentleerung bei C49/C56A Doppelmutation
(Prins et al. 2011). Hawkins et al. beobachtete kontrastar einen deutlich erhéhten
SOCE von STIM1 C56A und STIM1 C49/C56A gegeniber des STIM1 WT ohne
vorherige TG-induzierte ER-Kalziumvorratsentleerung. Hieraus leitete er eine
konstitutive Proteinaktivierung von ORAI1 durch dauerhafte STIM1-Punctaebildung
dieser Mutanten ab. Interessanterweise fuhrte STIM1 WT + BSO zu einem hdheren
SOCE als die konstitutiv aktivierten Mutanten.

Um diese beiden aufgestellten Beobachtungen zu Uberprifen, wurden 5000 Zellen
meiner hergestellten Zelllinien MEF STIM1 -/- + STIM1 WT; C56M; C49M; DM; EV
sowie der MEF STIM2 -/- + STIM1 WT,; C56M; C49M; DM; EV Zelllinien in einer 96-
Well-Platte ausplattiert. Jede Zelllinie wurde mit vier unterschiedlichen Ansétzen
behandelt. Um den Versuchsansatz von Prins et al. nachzuvollziehen inkubierten ein
Teil der Wells in 2 uM Thapsigargin. Um den Versuchsansatz von Hawkins et al.
nachzuvollziehen, inkubierte ein anderer Teil der Zellen vor Experimentbeginn in 100
MM H202, ein weiterer Teil der Zellen wurde ohne Behandlung gemessen. Fur den
vierten Versuchansatz inkubierten die Zellen vor Experimentbeginn in 100 uM H202

und wéhrend des Experiments zusatzlich in 2 uM Thapsigargin.
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Abbildung 23: STIM1 C49M Punktmutation fihrt zu signifikant verringertem SOCE. Fir diese
Experimente wurden MEF STIM1 -/- + EV / STIM1 -/- + STIM1 WT mcherry / Stim1 -/- + STIM1 C49M
mcherry / STIM1 -/- + STIM1 C56M mcherry / STIM1 -/- + STIM1 DM mcherry Zelllinien verwendet.
Die Messungen wurden an einem Fluoreszenzmessgerat (Tecan Reader) durchgefuhrt. Abbildung A:
nach Inkubation in 2 uM TG und anschlieRender Injektion von 2 mM Ca?* zeigten MEF STIM1 -/- +
STIM1 WT Zellen signifikant hohere Ca?*-Fluoreszenz als STIM1 -/- + STIM1 C49M Zellen. Abbildung
B: Vor Messbeginn inkubierten die Zellreihen fir 20 Minuten in 100 uM H202. Wahrend der
Fluoreszenzmessungen Inkubation in 2 uM TG. Nach Injektion von 2 mM Ca?* zeigten MEF STIM1 -/-
+ STIM1 WT Zellen signifikant erhéhte Ca2*-Fluoreszenz als STIM1 --/- + STIM1 C49M. Abbildung C:
alleinige Inkubation fir 20 min mit 100 uM H202, ohne TG Inkubation und anschliel3ender Injektion von
2 mM Ca?*. MEF STIM1 -/- + STIM1 WT, sowie EV Zellen zeigen signifikant erh6hte Ca?*-Fluoreszenz
als STIM1 -/- + STIM1 C49M. Abbildung D: alleinige Injektion von 2 mM Ca?*, ohne vorherige
Inkubation mit H202 oder TG. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Statistik: Fluo-8 Intensitat wurde durch DAPI-Intensitat geteilt. Fir die Berechnung des SOCE wurde
die Differenz des letzten Fluoreszenzwertes vor Ca?* Inkubation und des letzten gemessenen
Fluoreszenzwertes des Experiments berechnet. Statistische Varianz wurde als Tukey-Boxplots
dargestellt. Ausreif3er wurden aus der Wertung genommen. Normalverteilung der gemessenen Werte
wurde Uber den D’agostino pearson omnibus Normalitatstest Uberprift. Im Falle von normalverteilten
Werten (B, D) wurde das Signifikanzniveau Uber den Ordinary One Way Anova-Test bestimmt. Bei
nicht normalverteilten Werten (C, E) wurde das Signifikanzniveau Uber den Kruskal-Wallis-Test
berechnet. Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 =*, p < 0,01 =**, p < 0,001 = *** p < 0,0001 = ****,

In kalziumfreien Extrazellularmedium mit 1mM EGTA zeigen MEF STIM1 -/- + STIM1
WT gegeniber STIM1 C49M einen signifikant erhéhten SOCE und gegentber STIM1
C56M, DM und EV einen erhéhten SOCE nach Inkubation mit 2uM TG und
anschlieRender Injektion von 2 mM Ca?* (Abb. A). Nach Inkubation mit 100 uM H202
und zusétzlicher Inkubation mit 2 uM TG besitzt STIM1 WT gegeniber STIM1 C49M
einen signifikant erhdhten SOCE und gegentber STIM1 C56M, DM und EV einen in
der Tendenz erhdhten SOCE (Abb. B). Alleinige Inkubation mit 100 uM H20: fuhrt bei
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STIM1 WT ebenfalls zu signifikant erhohtem SOCE gegeniber STIM1 C49M. Auch
hier liegt der SOCE von STIM1 WT tendentiell Gber STIM1 C56M, DM und EV (Abb.
C).: Alleinige 2 mM Ca?* Injektion ohne vorherige Inkubation zeigt keinen signifikanten
Ca?*-Fluoreszenzunterschied innerhalb der getesteten Zellreihen. Bei STIM1 WT ist
jedoch wieder ein erhéhter SOCE gegeniber STIM1 C49M, C56M, DM und EV zu
beobachten (Abb. D).

Diese Ergebnisse bedeuten, dass im Falle von STIM1 WT gegenuber der
Punktmutation an STIM1 C49M durch ER-Kalziumvorratsdepletion, H202 sowie durch
die Kombination aus beiden ein signifikant erhéhter Kalziumeinstrom nach intrazellular
erfolgt. Es besteht ebenfalls die Tendenz, dass STIM1 WT gegeniiber STIM1 C56M,
DM und EV intrazelluléar erh6hte Kalziumkonzentrationen besitzt.

Wenn ich die Ergebnisse meiner STIM1 — Punctaebildung, sowie die Experimente von
meiner Betreuerin hinzunehme, komme ich zu der Schlussfolgerung, dass durch ER-
Kalziumvorratsdepletion und H202 im Falle des STIM1 WT quantitativ am meisten
STIM1 Punctae an die Zellmembran wandern, wodurch moglicherweise mehr ORAI1
Proteine rekrutiert werden und funktionelle Kalziumkanale bilden. Durch eine
signifikant verringerte Oligomerisierung im Falle des STIM1 C49M ist der SOCE auch
signifikant beeintrachtigt.

Im nachsten Schritt untersuche ich den Einfluss der Inkubationsvarianten auf die

einzelnen Zellreihen.
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Abbildung 24 In MEF STIML1 -/- Zellreihen fuhren bei TG und H20; Inkubation zu nicht signifikant
unterschiedlichem SOCE. Die Fluoreszenzexperimente wurden mit meinen hergestellten MEF STIM1
-/- + STIM1 Plasmidvarianten und MEF STIM2 -/- + STIM1 Plasmidvarianten durchgeftihrt. 5000 Zellen
pro Well wurden in einer 96 Well Platte 24 Stunden vor Experimentbeginn ausplattiert. Zur
Quantifizierung des Kalziums inkubierten die Zellen vor Experimentbeginn mit einem fluoreszierenden
Kalziumkomplexbildner (Fluo8), und zur Quantifizierung der Zellzahl in DAPI. Die Fluoreszenz wurde
an einem Fluoreszenzmessgerat ausgemessen (s. Methode 4.5).Abbildung A-E: Die einzelnen MEF
STIM1 -/- Zellreihen zeigen bei Inkubation mit 2 pM Thapsigargin; und 100 pM H202; 100 pM H20z;
ohne Inkubation keine signifikanten Ca?*-Fluoreszenzunterschiede. Statistik: Fluo-8 Intensitat wurde
durch DAPI-Intensitat geteilt. Fur die Berechnung des SOCE wurde die Differenz des letzten
Fluoreszenzwertes vor Ca?* Inkubation und des letzten gemessenen Fluoreszenzwertes des
Experiments berechnet. Statistische Varianz wurde als Tukey-Boxplots dargestellt. Ausreier wurden
aus der Wertung genommen. Normalverteilung der gemessenen Werte wurde Uber den D’agostino
pearson omnibus Normalitatstest Gberprift. Im Falle von normalverteilten Werten (A, B, E) wurde das
Signifikanzniveau tber den Ordinary One Way Anova-Test bestimmt. Bei nicht normalverteilten Werten
(C, D) wurde das Signifikanzniveau tUber den Kruskal-Wallis-Test berechnet. Irrtumswahrscheinlichkeit
p<0,05=*p<0,01="*p<0,001=** p<0,0001 = *r+,
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In Abbildung 25 sind die einzelnen Zellreihen gegen ihre unterschiedlichen
Behandlungen aufgetragen worden. Um zu sehen, ob die unterschiedlichen
Behandlungen zu einem Unterschied in der Ca?* Fluoreszenz derselben Zellreihe
fuhren, wurden die Daten aus den Experimenten verwendet.: Es zeigen sich keine
signifikanten Ca?* Konzentrationsunterschiede innerhalb der einzelnen MEF STIM1 -
/- + Proteinvarianten bei unterschiedlicher Inkubation (Abb. A-E).

Inkubation mit TG, H202 sowie TG und H20z2 fuhrt bei STIM1 WT zu keiner signifikant
erhohten Fluoreszenz gegenlber der Negativkontrolle. Dies bedeutet entweder, dass
die Inkubation keinen positiven Effekt auf den SOCE hatte, oder dass die
Negativkontrolle ebenfalls einen erhdhten SOCE besitzt.

Fir die Punktmutanten und dem EV ergibt sich dieselbe Fragestellung. Da, wie im
vorherigen Versuch beschrieben ist, das Fluoreszenzniveau jedoch teils signifikant
unterhalb dessen des STIM1 WT liegt, stellt sich die Frage, ob die Inkubation keinen
positiven Effekt hatte auf den SOCE hatte und deswegen auf demselben niedrigen
Niveau wie der Negativkontrolle liegt.

Im nachsten Abschnitt meines Ergebnisteils fihrte ich die vorherigen Experimente mit

MEF STIM2 -/- Zellen durch, um den Einfluss von STIM2 auf die STIM1

Proteinvarianten zu untersuchen.
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5.6. Herstellung stabil transfizierter MEF STIM2 -/- Zellreihen

Um den Einfluss von STIM2 auf die STIM1-Punctaebildung und den SOCE zu
Uberprufen, transfizierte ich meine STIM1-Plasmidvarianten in MEF STIM2 -/- Zellen.
Damit ich eine ausreichende Zahl an transfizierten Zellen fir eine stabile Zellkultur
erreichte, fuhrte ich an wochentlich aufeinanderfolgenden Terminen ein
Zellensortieren am FACS-Gerat (FACS-Sorting) durch. Nachdem meine Zellreihen mit
einer mcherry-positiven Transfektionsdichte von > 85 % sortiert wurden, verwendete
ich einen Teil der Zellen fur meine Experimente und lagerte einen Teil der Zellen bei
-80 °C ein.

5.6.1. Kontrolle der stabil transfizierten MEF STIM2 -/- Zellreihen

Um zu Uberprifen, ob die stabil transfizierten Zellen einen STIM2 -/- besitzen und
STIM1 im Falle der erfolgreichen Transfektion wie bei den MEF STIML1 -/- Zellreihen

Uberexprimiert wird, fertigte ich einen Western-Blot an.

125kDa STIM1 + mcherry
85 kDa STIM1

37 kDa GAPDH

95kDa [T LI —— s | STIM2

42 KDa | s s D - — ‘ Aktin

Abbildung 25: Western-Blot der stabil tranfizierten MEF STIM2 -/- Zellreihen. Der Western-Blot
zeigt in MEF STIM2 -/- Zellreihen die erfolgreiche Uberexpression von STIM1 WT mcherry, STIM1
C49M mcherry, STIM1 C56M mcherry und STIM1 C49MC56M mcherry. MEF STIM2 -/-, sowie MEF
STIM2 -/- + EV und MEF WT zeigen eine normale, endogene STIM1 Expression. in. Als Positivkontrolle
wurde das MEF WT Zelllysat mitgefiihrt, als Negativkontrollen wurden MEF STIM1 -/- sowie MEF STIM2
-/- Zelllysate mitgefiihrt.
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5.7. STIM1-Punctaebildung ist auch bei STIM2 Knockout in

Mutanten eingeschrankt

Um den Einfluss von STIM2 auf die STIM1 Punctaebildung Abwesenheit von STIM2
zu Uberprifen, verwendete ich meine hergestelten MEF STIM2 -/- + STIM1
Plasmidvarianten (WT, C49M, C56M, DM, EV) und untersuchte sie auf ihre STIM1-
Verteilungsmuster. Ich verwendete das High Content Screening System Opera
Phoenix™ von Perkin Elmer. Hierfir behandelte ich die Zellen in kalziumfreien
Extrazellularmedium mit 1 mM EGTA fir 10 Minuten mit 2 uM Thapsigargin, auf3erdem
in kalziumfreien Extrazellularmedium mit 1 mM EGTA fur 20 Minuten mit 100 pM H202.
Zur Kontrolle nahm ich eine Baseline (BL) ohne Behandlung in demselben EZ-Medium
auf. Der Datensatz wurde anschlie3end mit der Columbus Bildbearbeitungssoftware
ausgewertet. Hierflir benutzte ich dieselben treanierten mcherry-Verteilungsmuster,
die von meiner Betreuerin verwendet wurden und ein typisch retikulares mcherry-
Verteilungsmuster (inaktives STIM1-Verteilungsmuster) ein typisch punctaeférmiges-
Verteilungsmuster  (aktiviertes STIM1-Verteilungsmuster), oder ein typisch
glattes/gleichmaliges-Verteilungsmuster aufwiesen (mcherry EV Verteilungsmuster
ohne STIM1). Die Einteilung der aufgenommenen Zellen in die oben genannten
Kategorien wurde anschlieBend automatisch durch die Bildbearbeitungssoftware

ausgewertet:
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Abbildung 26: Punktaebildung ist in Mutanten bei STIM2 -/- verringert. Es wurden von MEF STIM2-
/- + STIM1 Plasmidvarianten Lebendbildaufnahmen angefertigt. Mit der Columbus
Bildauswertungssoftware wurden typische Fluoreszenzmuster fir einen Punctae- einen Retikularen-
und einen gleichméaRigen Phanotyp beigebracht. Die Auswertung der Zellen wurde anschlieRend
automatisch durch die Bildauswertungssoftware durchgefiihrt. Abbildung A stellt ein typisch retikuléres
mcherry Verteilungsmuster aus STIM1-WT-Zellen dar, bei denen keine Behandlung durchgefihrt
worden ist (BL). Abbildung B zeigt typisch Punctaebildende Zellen des STIM1 WT nach 20-mindtiger
Inkubation mit TG. Abbildung C zeigt ein gleichmaRiges mcherry-Verteilungsmuster, welches typisch
fur die EV-Zellreine war, in der mcherry ohne STIM1 transfiziert wurde. Abbildung D zeigt einen
Signifikant erhéhten Punctaeanteil des STIM1 WT in der BL gegenlber den Mutanten.STIM1 DM zeigt
signifikant erhdhte Punctaebildung gegeniber der alleinigen STIM1 C49M Mutation. In E sieht man
nach Zugabe von 2 uM TG einen Punctaezuwachs in allen Zellreihen. STIM1 WT zeigt gegeniber allen
Zellreihen einen deutlich signifikant erhdhte Punctaezuwachs. STIM1 C56M und STIM1 DM zeigen
gegenlliber STIM1 C49M signifikant erhdhte Punctaebildung. Abbildung F zeigt nach Zugabe von 100
UM H20:2 bei STIM1 WT erneut eine deutlich signifikant erhdhte Punctaebildung im Vergleich zu allen
anderen Zellreihen. STIM1 C56M und STIM1 DM zeigen erneut signifikant erhéhte Punctaebildung als
STIM1 C49M Statistik: Die Séaulen zeigen den Mittelwert mit Standardabweichung an. Statistische
Signifikanz wurde Uber den 2way ANOVA Varianztest berechnet. Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 =
* p<001=* p<0,001 =** p<0,0001 =*** Die Bilder sind quadratisch mit einer skalierten
Seitenlange von urspringlich 22 pM.
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MEF STIM2 -/- + STIM1-WT-mcherry Verteilungsmuster von Zellen, die nicht
behandelt wurden, préasentieren sich typischerweise als kontinuierliches, netzartiges
Fluoreszenzmuster mit Aussparung des Zellkerns, welches als retikularer Phanotyp
bezeichnet wurde (Abb. A). Lebendbildaufnahmen von MEF STIM2 -/- + STIM1 WT
Zellen nach H202 Inkubation, die typischerweise ein diskontinuierliches mcherry
Verteilungsmuster mit diskontinuierlichem, punktformigem Fluoreszenzmuster. Dies
wurde Phanotyp Punctae genannt (Abb. B). MEF STIM2 -/- + EV Zellen prasentierten
sich mit einem mcherry-Verteilungsmuster, welches phanotypisch hauptsachlich im
Zellkern fluoreszierte und intrazellular sehr gleichmafdig verteilt vorlag. Dieses
Verteilungsmuster wurde gleichméafiger Phanotyp genannt (Abb. C). Ohne
Behandlung zeigt STIM1 WT gegenuber den STIM1 Mutanten einen deutlich
signifikant erhdhten Punctaeanteil. C49M Mutation besitzt den geringsten
Punctaeanteil, wahrend der Punctaeanteil von C56M in der Tendenz hoher liegt.
STIM1 DM besitzt einen signifikant erhéhten Punctaeanteil als STIM1 C49M (Abb. D).
Nach Zugabe von 2 uM Thapsigargin bildet STIM1 WT gegenuber allen drei STIM1
Mutanten einen hochsignifikant erhdohten Punctaeanteil. Innerhalb  der
Punktmutationen haben STIM1 C56M und DM einen signifikant erhdhten
Punctaeanteil gegenuber dem C49M-Mutanten (Abb. E). Durch 20-minitige
Inkubation mit 100 uM H202 zeigt STIM1 WT nach H202 Inkubation erneut einen
gegenuber den Mutanten deutlich signifikant erhéhten Punctaeanteil. Innerhalb der
Punktmutationen besitzen C56M und DM einen signifikant erhéhten Punctaeanteil
gegeniuber C49M (Abb. F)

Diese Ergebnisse bedeuten, dass es durch die Punktmutationen C49M, C56M und DM
auch in MEF STIM2 -/- Zellen zu einer signifikant eingeschrankten Punctaebildung
kommt. Hierdurch werden die vorherigen Ergebnisse der STIM1 Punctaebildung in
MEF STIM1 -/- Zellen bestétigt.

Im nachsten Schritt wird der Einfluss von TG und H202 auf die einzelnen Zellreihen

untersucht.
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Abbildung 27 H,O; ist nur fur STIM1 WT ein potenter Aktivator. Es wurden von MEF STIM2-/- +
STIM1 Plasmidvarianten Lebendbildaufnahmen angefertigt. Mit der Columbus
Bildauswertungssoftware wurden typische Fluoreszenzmuster flr einen Punctae- einen Retikuléaren-
und einen gleichmaRigen Phanotyp trainiert. Die Auswertung der Zellen wurde anschlieRend
automatisch durch die Bildauswertungssoftware durchgeftihrt. Fir diese Abbildungen wurden
dieselben Daten wie in der vorherigen Abbildung verwendet. Abbildung A zeigt keine Signifikante
Punctaebildung bei alleiniger mcherry EV Transfektion.Abbildung B stellt bei STIM2 -/- + STIM1 WT-
Zellen gegenuber der Baseline eine deutlich signifikant erhéhte Punctaebildung bei TG oder H20:2
Inkubation dar. Abbildung C: Bei STIM1 C49M Mutation fihrt alleinig TG fihrt zu erhdhter Signifikanz
gegeniber BL und H20:2 Inkubation. Abbildung D: Eine STIM1 C56M Mutation fiihrt alleinig bei TG
Inkubation zu erhohter Signifikanz gegentiber BL und H202 Inkubation. Abbildung E: Bei STIM1
Doppelmutation, zeigt sich ebenfalls eine signifikant erhéhte Punctaebildung bei TG Inkubation
gegeniber der BL und H202 Inkubation. Statistik: Die Saulen zeigen den Mittelwert mit
Standardabweichung an. Statistische Signifikanz wurde Uiber den 2way ANOVA Varianztest
berechnet. Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 =*, p < 0,01 = **, p < 0,001 = ***, p < 0,0001 = ****,
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In der Baseline sowie nach TG und H202 Inkubation zeigen STIM2 -/-+ EV kaum bis
gar keine Punctaebildung. Der prozentual sehr geringe Anteil hat sich zwischen den
unterschiedlichen Versuchsansatzen nicht signifikant unterschieden (Abb. A). STIM1
WT bildet nach TG-Inkubation sowie H202-Inkubation einen gegeniber der BL
hochsignifikant erhéhten Punctaeanteil. Innerhalb der beiden Inkubationen zeigt sich
interessanterweise auf beidseits hohem Punctaeniveau kein signifikant
nachzuweisender Punctaeunterschied (Abb. B). TG-Inkubation fuhrt bei C49M, C56M
und DM Mutation zu einem erhdhten Punctaeanteil gegeniber BL und H202. Ein
Punctaeunterschied in der H202- Behandlung gegentiber der unbehandelten BL ist bei
allen drei STIM1 Punktmutanten nicht signifikant (Abb. C, D, E)

Diese Ergebnisse bedeuten, dass STIM1 WT sensitiv auf die H202 Behandlung
reagiert, wahrend die oxidative Sensorfunktion des STIM1 bei den Punktmutanten
nicht mehr vorhanden ist. Es zeigte sich in der Auswertung meiner Versuche eindeutig
eine starke Punctaevermehrung des STIM1 WT nach TG-induzierter
Kalziumvorratsdepletion. STIM1 WT konnte ebenfalls durch oxidativen Stress aktiviert
werden.

Dieses Ergebnis unterstitzt die von Hawkins et al. 2010 postulierte These, dass STIM1
neben der Funktion als ER-Kalziumsensor ein Sensorprotein fur den intrazellularen
oxidativen Stress ist. Im Falle der Punktmutationen C49M, C56M und DM ist die ER-
Kalziumsensorfunktion in allen drei Fallen teilweise eingeschrankt worden. Die
oxidative Sensorfunktion ist durch alle drei Punktmutationsvarianten nicht mehr
vorhanden.

Im néachsten Schritt wird der Einfluss von STIM2 Knockout auf den SOCE beschrieben.
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5.8. STIM2 Knockout beeinflusst den SOCE nicht malRgeblich

Um einen moglichen Einfluss von STIM2 auf die STIM1 Punktmutationen zu
erforschen, wurden das SOCE Experiment aus (5.5) mit MEF STIM2 -/- Zellen + STIM1
WT /C49M /C56M / DM / EV wiederholt.
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Abbildung 28 STIM1 C49M Punktmutation fihrt auch bei STIM2 -/- Zellen zu signifikant verringertem
SOCE Fr diese Experimente wurden MEF STIM2 -/- + EV / STIM2 -/- + STIM1 WT mcherry, STIM2 -/- +
STIM1 C49M mcherry, STIM2 -/- + STIM1 C56M mcherry und STIM2 -/- + STIM1 DM mcherry Zelllinien
verwendet. Die Messungen wurden an einem Fluoreszenzmessgerat (Tecan Reader) durchgefuhrt.
Abbildung A: nach Inkubation in 2 uM TG und anschlieBender Injektion von 2 mM Ca?* zeigten MEF STIM2
-/- + STIM1 WT Zellen signifikant erhdhte Ca?*-Fluoreszenz gegeniiber MEF STIM2 -/- + C49M und MEF
STIM2 -/- +C56M Zellen. Abbildung B: Vor Messbeginn inkubierten die Zellreihen fur 20 Minuten in 100 pM
H20.. Wahrend der Fluoreszenzmessungen Inkubation in 2 uM TG. Nach Injektion von 2 mM Ca?* zeigten
STIM2 -/- + STIM1 WT, sowie + STIM1 C56M, + STIM1 DM, + EV signifikant erhdhte Ca?*-Fluoreszenz als
STIM2 -/- + STIM1 C49M. Abbildung C: alleinige Inkubation fir 20 min mit 100 pM H202, ohne TG
Inkubation und anschlieBender Injektion von 2 mM Ca?*. Hierbei zeigte sich keine signifikanten Ca?*
Fluoreszenzunterschiede. Abbildung D: alleinige Injektion von 2 mM Ca?*, ohne vorherige Inkubation mit
H202 oder TG. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Statistik: Fluo-8
Intensitat wurde durch DAPI-Intensitét geteilt. Fir die Berechnung des SOCE wurde die Differenz des
letzten Fluoreszenzwertes vor Ca?* Inkubation und des letzten gemessenen Fluoreszenzwertes des
Experiments berechnet. Statistische Varianz wurde als Tukey-Boxplots dargestellt. Ausreil3er wurden aus
der Wertung genommen. Normalverteilung der gemessenen Werte wurde Uber den D’agostino pearson
omnibus Normalitatstest Gberpruft. Im Falle von normalverteilten Werten (B-E) wurde das Signifikanzniveau
Uber den Ordinary One Way Anova-Test bestimmt. Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 =*, p < 0,01 =** p
< 0,001 = *** p < 0,0001 = ****,
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Uberexpression von STIM1 + WT fiuhrt auch bei STIM2 -/- zu einem signifikant
erhohten SOCE nach 2 mM Ca?* gegeniiber Uberexpression von STIM1 C49M nach
2 UM TG induzierter ER-Kalziumvorratsentleerung (Abb. A). Bei Inkubation mit 100 uM
H202 und zusatzlicher Inkubation mit 2 uM TG ist der SOCE von STIM1 + WT; C56M;
DM und EV gegeniber STIM1 C49M signifikant erhdht (Abb. B). Alleinige Inkubation
mit H202 flhrt zu keinem signifikanten Kalziumfluoreszenzunterschied innerhalb der
gemessenen Zellreihen (Abb. C). Eine reine 2 mM Ca?* Injektion ohne vorherige
Inkubation zeigt keinen signifikanten Ca?* Fluoreszenzunterschied innerhalb der
getesteten Zellreihen (Abb. D). Diese Ergebnisse @ahneln den Ergebnissen aus den
SOCE Messungen der MEF STIM1 -/- Zellreinen. STIM1 C49M Uberexpression
scheint auch hier nach durch ER-Kalziumdepletion zu einem, im Vergleich zu STIM1
WT, C56M, DM und EV, geringeren SOCE zu kommen.

Da sich diese Ergebnisse mit den Ergebnissen der MEF STIM1 -/- Zellreihen sehr
ahneln, kann ein gro3er Einfluss von STIM2 auf den SOCE unter diesen Bedingungen
als unwahrscheinlich angesehen werden.

Im nachsten Schritt untersuche ich den Einfluss der unterschiedlichen Behandlungen

auf die einzelnen STIM2 -/- Zellreihen.
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MEF STIMZ2 -/- + Plasmidkonstrukte
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Abbildung 29 In MEF STIM2 -/- Zellreihen fuhren TG und H2O; Inkubation zu nicht signifikant
unterschiedlichem SOCE. Die Fluoreszenzexperimente wurden mit meinen hergestellten MEF STIM1
-/- + STIM1 Plasmidvarianten und MEF STIM2 -/- + STIM1 Plasmidvarianten durchgefiihrt. 5000 Zellen
pro Well wurden in einer 96 Well Platte 24 Stunden vor Experimentbeginn ausplattiert. Zur
Quantifizierung des Kalziums inkubierten die Zellen vor Experimentbeginn mit einem fluoreszierenden
Kalziumkomplexbildner (Fluo8), und zur Quantifizierung der Zellzahl in DAPI. Die Fluoreszenz wurde
an einem Fluoreszenzmessgerét ausgemessen (s. Methode 4.5).Abbildung A-E: MEF STIM2 -/- Zellen
+ STIM1 DM Zellen zeigen einen signifikanten Ca2*-Fluoreszenzunterschied zwischen + H202 + Ca?*
und alleiniger Ca?* Behandlung (D). Ansonsten zeigen sich keine signifikanten Unterschiede. Statistik:
Fluo-8 Intensitat wurde durch DAPI-Intensitat geteilt. Fur die Berechnung des SOCE wurde die Differenz
des letzten Fluoreszenzwertes vor Ca?* Inkubation und des letzten gemessenen Fluoreszenzwertes des
Experiments berechnet. Statistische Varianz wurde als Tukey-Boxplots dargestellt. Ausreier wurden
aus der Wertung genommen. Normalverteilung der gemessenen Werte wurde tber den D’agostino
pearson omnibus Normalitatstest Uberprift. Das Signifikanzniveau wurde Gber den Ordinary One Way
Anova-Test bestimmt. Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 = *, p < 0,01 = **, p < 0,001 = ***,
p < 0,0001 = ****,
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Es zeigt sich ein erhéhter SOCE bei STIM1 DM und H20:2 Inkubation gegentber STIM1
DM und keiner Inkubation (Abb. D). Ansonsten zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede (Abb. A, B, C, E).

Diese Ergebnisse ahneln den Ergebnissen der gemessenen MEF STIM1 -/- + STIM1-
Plasmidvarianten. Diese Ergebnisse sprechen daflir, dass es in meinem Versuch
innerhalb der gleichen Zelllinie zu einer gleichmaflig starken bzw. gleichmé&Rig
schwachen STIM1-Aktivierung bei TG-induzierter ER-Vorratsentleerung, bei
induziertem oxidativen Stress durch H202, der Kombination aus beidem, oder keiner
Inkubation kommt.

Als Nachstes vergleiche ich das basale Kalziumniveau (Baseline) der MEF STIM1 -/-

Zellen mit dem basalen Kalziumniveau der MEF STIM2 -/- Zellen.
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5.9. STIM2 -/- fuhrt zu intrazellular basal erhdhtem

Kalziumniveau

STIM1 und STIM2 besitzen eine sehr ahnliche Aminosaurestruktur. Hauptsachliche
Unterschiede liegen in einer veranderten C-terminalen Domane in der Nahe der EF-
Hand, sowie einer veranderten zytosolischen N-terminalen Doméane (Zhou et al. 2009).
Die unterschiedliche C-terminale Domane hat Einfluss auf die Kalziumaffinitat der EF-
Hand. STIM1 bindet Ca?-lonen mit einer hoéheren Affinitat als STIM2. Hieraus
resultiert eine STIM2-Aktivierung bei geringeren ER-Kalziumausschlagen im Vergleich
zu STIM1 (Stathopulos, Zheng, and Ikura 2009; Brandman et al. 2007). STIM2 wird
die Rolle eines zentralen Sensorproteins zugeschrieben. Es ist in der Lage, das
zytosolische und ER-Ca?* Niveau engmaschig zu regulieren (Stathopulos, Zheng, and
Ikura 2009; Brandman et al. 2007).

Der Einfluss von STIM2 auf den SOCE wurde kontrovers diskutiert. STIM2 wurde
einerseits einen hemmenden Einfluss auf den SOCE zugeschrieben (Soboloff et al.
2006). Andererseits wurde beschrieben, dass STIM2 -/- keinen signifikanten Effekt auf
den SOCE hat (Roos et al. 2005).

Um den Zusammenhang zwischen STIM2 -/- und der basalen Kalziumkonzentration
zu Uberprufen, verglich ich das basale Ca?* Niveau von MEF STIM1-/- Zellen + STIM1
WT mit denen von MEF STIM2-/- Zellen + STIM1 WT.

Um den Einfluss von STIM2 -/- auf den SOCE zu untersuchen, stellte ich den SOCE

derselben Zellreihen meinen verschiedenen Behandlungen gegenuber.
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Abbildung 30 STIM2 -/- fuhrt zu basal erhéhter Kalziumkonzentration und hat keinen Einfluss auf
den SOCE. Es wurden die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitéaten von allen MEF STIM1 -/- + STIM1
WT und MEF STIM2 -/- + STIM1 WT Baselines analysiert. Der Beginn des Experiments entspricht dem
ersten Fluoreszenzwert der Baseline, der letzte Fluoreszenzwert vor der 1. Injektion dem letzten
Fluoreszenzwert der Baseline. Abbildung A: MEF STIM1 -/- + STIM1 WT Zellen zeigen gegentiber MEF
STIM2 -/- + STIM1 WT ein signifikant verringertes basales Fluoreszenzniveau. Abbildung B: MEF
STIM1 -/- + EV Zellen zeigen gegeniber MEF STIM2 -/- + EV kein signifikant unterschiedliches
Ergebnis. Abbildung C: TG-Inkubation fiihrt zu keinem signifikanten Unterschied zwischen MEF STIM1
-/- + STIM1 WT und MEF STIM2 -/- + STIM1 WT Zellreihen SOCE. AbbildungD: TG- und H202-
Inkubation fiihrt zu keinem signifikanten Unterschied zwischen MEF STIM1 -/- + STIM1 WT und MEF
STIM2 -/- + STIM1 WT Zellreihen SOCE Abbildung E: H202-Inkubation fuihrt zu keinem signifikanten
Unterschied zwischen MEF STIM1 -/- + STIM1 WT und MEF STIM2 -/- + STIM1 WT Zellreihen SOCE.
Abbildung F: alleinige Ca?*- Injektion fihrt zu keinem signifikanten Unterschied zwischen MEF STIM1 -
/- + STIM1 WT und MEF STIM2 -/- + STIM1 WT Zellreihen. Statistik: Eventuelle Ausrei3er wurden aus
der Wertung genommen. Normalverteilung der gemessenen Werte wurde tiber den D’agostino pearson
omnibus Normalitatstest geprift. Alle gemessenen Werte waren normalverteilt. Das Signifikanzniveau
wurde Uber den unpaired t test with Welch’s correction bestimmt. Irrtumswahrscheinlichkeit
p<0,05=*.
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Abbildung 23 A zeigt eine signifikant erhohte Ca?*-Fluoreszenz des basalen
Kalziumniveaus bei STIM2 -/-. Abbildung B: Aus den gemessenen Einzelwerten der
MEF STIM1-/- + STIM1 WT Zelllinie wurde der Mittelwert gebildet. Dieser wurde als
100% gesetzt. AnschlieRend wurde aus den Einzelmessungen der MEF STIM2-/- +
STIM1 WT Zellen der Mittelwert gebildet. Dieser lag um 9,95% héher. Ein STIM2 -/-
scheint die basale Kalziumkonzentration um rund ein Zehntel zu erhdhen. C-F Die
beiden Zellreihen wurden auf ihren SOCE bei unterschiedlicher Behandlung
verglichen. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. STIM2 -/- hat unter
diesen Experimentbedingungen keinen signifikanten Einfluss auf einen erhéhten oder

verringerten SOCE.
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6. Diskussion

6.1. STIM1 Punctae liegen unmittelbar unter der Zellmembran

Durch die Ergebnisse meiner TIRF Mikroskopie zeige ich, dass sich in MEF STIM1 -/-
+ STIM1 WT Zellen ein signifikant erhdhter STIM1-Punctaeanteil nach Thapsigargin-
induzierter Vorratsdepletion, sowie ebenfalls nach induziertem oxidativen Stress durch
100 uM Hz20:2 direkt unterhalb der Zellmembran befindet. Durch die TIRF-Mikroskopie,
dass nur der Anteil an Fluoreszenz sichtbar sein wirde, der sich direkt (50 nm)
unterhalb des Objekttragers befindet. Diese Ergebnisse unterstiitzen die von Wu et al.
gemachten Beobachtungen. Er beschrieb eine STIM1 Punctaebildung direkt unterhalb
der Zellmembran nach TG-induzierter Depletion des Kalziumvorrats im ER. Durch
TIRF-Mikroskopie wurde bewiesen, dass die Zellen unmittelbar unter der
Plasmamembran liegen (Wu et al. 2006). Hawkins et al. beschrieb, dass STIM1
ebenfalls Uber oxidativen Stress in seine aktive, punctaebildende Form uberfuhrt
werden kann (Hawkins et al. 2010). Meine Ergebnisse unterstiitzen diese These.
STIM1 kann durch H20:2 in seine aktive Form Uberfuhrt werden.

Es bleibt letztlich offen, ob H202 durch direkten oxidativen Stress oder indirekt tber
eine Senkung des ER-Kalziumvorrats zur Punctaebildung gefuhrt hat.
Weiterfuhrende Experimente mit Gabe von H202 sowie paralleler Messung des ER-
Kalziums mit bspw. mag-fura-2, einem ER-Kalziumkomplexbildner, kdnnen hier

Klarheit schaffen.
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6.2. STIM1-Punktmutation vermindert Punctaebildung

In meinen Experimenten zeigten die MEF STIM2 -/- + STIM1 WT Zellen einen
signifikant erhohten Punctaeanteil gegeniiber der BL nach TG-Injektion sowie nach
Zugabe von H202. Hawkins et al. postulierte, dass es durch C56A-Mutation sowie der
C49/C56A-Doppelmutation zu einer konstitutiven Punctaebildung des STIM1 Proteins
kommt (Hawkins et al. 2010). Prins et al. postulierte ein Jahr spater kontrastéar, dass
es bei C49/C56A Mutation zu einer geringeren Punctaebildung kommt. Grund hierftr
sei die nicht mehr vorhandene Bindung zu ERp57 durch STIM1 Punktmutation der
Cysteine C49 und C56 (Prins et al. 2011).

Bis dato blieb es fraglich, ob diese Mutationen eine Proteinaktivierung oder eine
Proteindeaktivierung herbeifiihren. STIM1 zeigte im Falle der BL ohne provozierte
STIM1 Aktivierung einen signifikant erhbhten Punctaeanteil gegentber der STIM1-
Punktmutanten. Mein Ergebnisse sprechen gegen die von Hawkins et al. 2010
postulierten Ergebnisse, dass STIM1 durch C56M-Mutation und DM Kkonstitutiv
aktiviert werden. Nach provozierter STIM1 Aktivierung, ER-kalziumspeicherabhéngig
durch TG Injektion, sowie ER-kalziumspeicherunabhéngig durch H202 Inkubation
zeigte STIM1 WT ebenfalls einen signifikant erhdhten Punctaeanteil im Vergleich zu
allen drei Mutanten. Diese Ergebnisse unterstiitzen die postulierten Ergebnisse von
Prins et al. 2011, der eine Proteindeaktivierung durch Punktmutation an STIM1 C49,
C56 und C49/56 Mutation beschrieb.

Unterschiede zwischen Hawkins et al. und mir sind, dass er die fluoreszierende
Kolokalisation zwischen mcherry-STIM1 und YFP-ORAIL auswertete. Ich arbeitete nur
mit mcherry-STIM1 und wertete keine Kolokalisation aus.

Weiterfuhrende Fluoreszenzexperimente kénnten durch ein unterschiedliches TAG an
STIM1, STIM2 und ORAI1 die Kolokalisation dieser Proteine darstellen.
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6.3. Punktmutationen flihren zu verringertem SOCE

Eine Mutation von STIM1 C49M fuhrt in MEF STIM1 -/- und MEF STIM2 -/- zu einem
signifikant eingeschréanktem SOCE gegeniiber dem STIM1 WT. Die Punktmutationen
an C56M und der DM sowie des EV fuhren in der Tendenz ebenfalls zu einem
verringerten SOCE. Diese war am deutlichsten bei doppelter STIM1-Aktivierung durch
TG und H202 zu beobachten. Eine Inkubation mit TG fihrte ebenfalls zu den oben
genannten Beobachtungen. Eine alleinige Inkubation mit H202 fiihrte nur im Falle der
MEF STIM1 -/- Zellen zu diesem Ergebnis.

Zusammenfassend lasst sich daraus schlieBen, dass TG und H202 beides
voneinander unabhéngige Aktivatoren von STIM1 WT sind, deren Effekt auf den
SOCE sich bei gemeinsamer Inkubation potenziert. Prins et al. beschrieb einen
teilweisen Wirkungsverlust im Falle einer C49A/C56A Doppelmutation mit
verringertem SOCE (Prins et al. 2011). Hawkins et al. beschrieb eine konstitutive
STIM1 Aktivierung (Hawkins et al. 2010). Meine Ergebnisse deuten in Richtung Prins
et al. (2011)

Die STIM1-Mutationen besaf3en in der Tendenz einen &hnlichen SOCE wie die STIM1
Knockout Zellen mit EV-Transfektion. Das heif3t, dass in meinem Experiment entweder
kein SOCE ausgeldst worden war, oder die EV Kontrolle einen @hnlich starken SOCE
wie die STIM1-Plasmidvarianten besal3. Ein signifikanter Unterschied im SOCE
zwischen STIM1 WT und EV ware zu erwarten gewesen. Ein signifikanter Unterschied
in STIM1 WT-Zellen bei TG- oder H202 -Inkubation ware gegentiber der Baseline ohne
Inkubation ebenfalls zu erwarten gewesen (Roos et al. 2005, Peinelt et al. 2006, Muik
et al. 2008, Hawkins et al. 2010; Prins et al. 2011).

Dies bedeutet, dass meine SOCE Messungen nur teilweise erfolgreich funktionierten.
Ein Grund hierfir kénnte sein, dass ich ein Fluoreszenzmessgerat verwendete,
welches nicht gleichzeitig injizieren und messen konnte. Die Experimente sollten an
einem anderen Messgerat wiederholt werden.

Unterschiede zwischen den Ergebnissen zwischen Prins et al. und mir kénnten sein,
dass er als fluoreszierenden Kalziumkomplexbildner Fura-2 benutzte, wéhrend ich
Fluo-8 verwendete. Hawkins et al. arbeitete ebenfalls mit anderen Geraten sowie mit
Fluo-4. Desweiteren arbeitete Hawkins et al. mit transfizierten STIM1-
Plasmidvarianten in DT40 Zellen, wahrend Prins et al. und ich mit MEF-Zellen

arbeiteten
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6.4. Intra- oder Intermolekulare STIM1 Modulierung

Die genauen molekularen Mechanismen der Modulation an C49 und C56 sind
weiterhin unklar. Prins et al. beschrieb, dass STIM1 zwischen C49 und C56 eine
intramolekulare Disulphidbriicke bildete. Durch Punktmutation einer der beiden
Aminosauren kann diese Briicke nicht mehr gebildet werden. Die Redoxsensitivitat
des STIM1 Proteins wurde durch Bindung oder Entkopplung der Oxidoreduktase
ERp57 ermdéglicht (Prins et al. 2011). Hawkins et al. beschrieb hingegen eine
Redoxsensitivitat des STIM1 Proteins durch S-Glutathionylierung an C56 nach
oxidativem Stress (Hawkins et al. 2010).

In meinen Ergebnissen zeigt C56M Punktmutation einen signifikant erhdhten
Punctaeanteil gegeniber C49M nach TG Injektion und H20:2 Inkubation. STIM1 DM
fuhrt zu einem signifikant erhdhtem Punctaeanteil gegenliber C49M im Falle von BL,
TG und H20:2.

Da in meinen Ergebnissen vor allem C49 Punktmutation zu einer eingeschrankten
Oligomerisierung gefuhrt hat, bedeutet dies, dass eine intermolekulare STIM1-STIM1
Briicke zwischen C49 und C56 unwahrscheinlich ist. Des Weiteren ist eine von Prins
et al. postulierte intramolekulare STIM1 Bricke zwischen C49 und C56 eher
unwahrscheinlich. Dies macht es ebenfalls unwahrscheinlich, dass ERp57 alleinig fur
die Redoxsensitivitat des STIM1 verantwortlich ist (Prins et al. 2011).

Meine Ergebnisse sprechen ebenfalls gegen die von Hawkins et al. beschriebene S-
Glutathionylierung von C56, da in den Experimenten von meiner Betreuerin und mir
eine Redoxsensitivitat im Falle der C49M, der C56M und der Doppelmutation verloren
gegangen ist.

Meine Ergebnisse sprechen daflir, dass es im bei STIM1 WT im Falle von ER-
Kalziumdepletion und H202 entweder zu einer kombinierten intermolekularen STIM1-
STIM1 C49-C49 und C56-C56 Doppelbindung kommt (hierbei stabilisiert C49-C49 den
groReren Anteil in oligomerisierter STIM1-Konformation), oder eine kombinierte S-
Glutathionylierung von STIM1 C49-Glutathion und C56-Glutathion entsteht. Prinzipiell
wére auch eine Kombination aus C49-C49 Bindung mit C56-Glutathion, sowie C56-
C56 Bindung mit C49-Glutathion funktionsfahig.

Grunde fur die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen Hawkins et al. 2010 und mir
konnten sein, dass Hawkins fur seine Mutanten DT40 Zellen verwendete, wéhrend ich
mit MEF-Zellen arbeitete. Seine beschriebenen Ergebnisse, dass es in MEF STIM1

knockout Zellen gegenuber STIM1 WT zu einem Wirkungsverlust der oxidativen
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Sensorfunktion kam, kénnen meine Ergebnisse bestatigen. Des Weiteren verwendete
er fur die Punktmutationen an C49 und C56 die Aminoséure Alanin, wéahrend ich
Methionin verwendete.

Weiterfiuhrende Experimente kénnen zu einem besseren Verstandnis fuhren, durch
welche weitere Kofaktoren C49 und C56 moduliert werden kdnnen. Die bisher
beschriebene STIM1 Proteinaktivierung durch S-Glutathionylierung an C56 und
Proteindeaktivierung durch ERp57 an C49 und C56 zeigen, dass es vielfaltige
Moglichkeiten gibt, die STIM1 Aktivierung zu steuern und zu modulieren. Diese
Modulationen koénnen letztlich zu einer gesteigerten oder einer abgeschwéchten EF-
Hand-Kalziumaffinitat fuhren (Stathopulos, Zheng, and lkura 2009; Brandman et al.
2007).
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6.5. STIM2 Knockout hat Einfluss auf STIM1 Punctaebildung

STIM2 reguliert als ER-membranstdndiges Protein den zytosolischen und ER-
Kalziumspiegel engmaschig. Durch seine geringe Ca?* Affinitat zur EF-Hand kénnen
bereits geringe ER-Kalziumkonzentrationsanderungen registriert und ausgeglichen
werden. (Stathopulos, Zheng, and Ikura 2009; Brandman et al. 2007) Ein STIM2-
Knockout scheint diese Feinregulierung der intrazellularen Kalziumhomdoostase
signifikant zu verandern. Meine Ergebnisse sprechen dafir, dass durch STIM2
Knockout ein um ca. 10% erh6hte Kalziumniveau erreicht wird.

STIM2 hat keinen signifikanten Einfluss auf den SOCE (Roos et al. 2005). Meine
Ergebnisse bekréftigen diese Postulierung. STIM2 Wegfall fuhrte bei STIM1 WT
Uberexpression weder durch induzierte ER-Kalziumspeicherdepletion noch (ER-
kalziumspeicherunabhéngig) durch oxidativen Stress zu einem signifikant veranderten
SOCE.

Die Ergebnisse meiner Fluoreszenzmikroskopie zeigen ohne vorherige Behandlung
einen Punctaeanteil von ca. 40 % in der MEF STIM2 -/- + STIM1 WT Zellreihe. Die
Punctaeauswertung von meiner Betreuerin zeigen einen Punctaeanteil von nur ca.
10%. Urséachlich hierfur konnte der Wegfall von STIM2 sein. Hierdurch konnte die
sensible Kalziumsensorfunktion von STIM2 entfallen sein, die geringe ER-
Kalziumausschlage puffern kann. Der Wegfall von STIM2 kdnnte anschlieRend zu
groReren ER-Kalziumkonzentrationsdnderungen fuhren. Dadurch kénnte STIM1 in
seine aktive, Punctaebildende Form uberfihrt worden sein. Um diese Theorie zu
Uberprufen, sollte in weiteren Experimenten mithilfe eines ER-Kalziumkomplexbildners
die ER-Kalziumkonzentration bei STIM2 An- und Abwesenheit gemessen werden.
Interessanterweise zeigen MEF STIM1 WT STIM2 -/- Zellen in meinen
Fluoreszenzversuchen eine gleichstarke Reaktion auf Thapsigargin und H202. Dies
steht im Kontrast zu den Fluoreszenzversuchen von meiner Betreuerin. Hier zeigte
Thapsigargin eine deutlich erhdhte Reaktion als H20:2.

Dies bedeutet, dass endogenes STIM2 in Eukaryoten die STIM1 Punctaebildung
abschwécht. Demzufolge kdnnte STIM2 eine Pufferfunktion fur H202 zugeschrieben
werden. Voraussetzung hierflr ware eine direkte oder indirekte Interaktion von H20:2
mit STIM2. Diese Theorie sollte in weiteren Experimenten mit kombinierten MEF
STIM1 -/- STIM2 -/- + STIM2 Zellen mithilfe von Kalziumfluoreszenzversuchen

Uberpruft werden.
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7. Zusammenfassung

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie und der Kalziumfluoreszenzmessungen
konnen anhand von bereits publizierten Artikeln das gemeinsame Modell der STIM1-
Punctaebildung, der anschlielenden Aktivierung von ORAI1 und dem folgenden
SOCE erganzen:

Oxidativer Stress moduliert an C49, C56 oder an beiden Cysteinresten die
Kalziumaffinitat der STIM1 EF-Hand. Hierdurch wird die Kalziumaffinitdt des
gebundenen Ca?*-lons in der EF-Hand gesenkt. STIM1 wird aktiviert und bildet
Punctae, ebenso wie beim ER-Kalziumabfall. Der Effekt von oxidativem Stress auf die
STIM1-Punctaebildung ist in STIM1 WT genauso stark wie durch ER-Kalziumabfall.
STIM1 Punctae aktivieren ORAIL. Hieraus resultiert ein Kalziumeinstrom, die ER-
Kalziumvorrate steigen wieder. Dadurch wird Kalzium erneut in die EF-Hand
zurlckgedrangt. Aktiviertes STIM1 wird hierdurch zu inaktivem STIM1. Durch die
vorherige oxidative Modulation der EF-Hand an C49, C56 oder an beiden wurde die
Kalziumaffinitdt der EF-Hand gesenkt. Des Weiteren werden die Speicher des ERs
durch TG langsamer aufgefullt, weshalb auch hier STIM1 nur verzdgert in seine
inaktive Form zurtickkehrt: Der Effekt von H202 und TG potenziert sich, es resultiert
eine starkere und langere Aktivierung von ORAIL, was letztlich zu einem erhdhten
SOCE fuhrt.

Punktmutationen an C49M, C56M und DM scheinen das fein abgestimmte System der
STIM1-Punctaebildung durch ein gehemmtes Aktivierungsmuster des STIM1 Proteins
entscheidend zu beeinflussen. C49M-Mutation zeigte in der Fluoreszenzmikroskopie
und den Kalziumfluoreszenzmessungen den grof3ten Funktionsverlust. Meine
Ergebnisse sprechen dafir, dass durch die geringere STIM1- Punctaebildung ein
geringerer SOCE resultiert.

STIM2 -/- besitzt in meinen Experimenten keinen relevanten Einfluss auf den SOCE.
Wegfall von STIM2 scheint jedoch zu einem basal erhéhten Kalziumniveau zu fuhren.
H202 Behandlung fiihrt bei STIM2 Knockout zu einer erhéhten STIM1 Punctaebildung.
Dies bedeutet, dass STIM2 durch H202 die STIM1 Punctaefunktion beeinflusst.
Ursachlich hierfir kdnnte eine direkte oder indirekte STIM2 Modulation durch H202
sein. STIM2 koénnte somit eine Pufferfunktion fur reaktive Sauerstoffspezies

einnehmen.
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