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1 EINLEITUNG 

1.1 Chorein 

Chorein ist ein Protein, das durch das Gen VPS13A (engl. „vacuolar protein 

sorting-associated protein 13A“) codiert wird, welches auf dem Locus 9q21.2 

liegt (Rubio et al. 1997). Es wird in allen bislang untersuchten Geweben, vor 

allem in Hoden, Niere, Milz und Gehirn exprimiert (Kurano et al. 2007; Velayos-

Baeza et al. 2004). Die funktionelle Bedeutung von Chorein zeigt sich insbe-

sondere in der Chorea-Akanthozytose, einer Erkrankung, die auf einem Defekt 

von Chorein beruht (Ueno et al. 2001; Rampoldi et al. 2001). 

1.1.1 Chorea-Akanthozytose (ChAc) 

Die Chorea-Akanthozytose (ChAc) ist eine hereditäre, autosomal rezessiv ver-

erbte Erkrankung, die sich durch ein progredientes Krankheitsbild mit klinisch 

vorherrschend neurologischer Symptomatik kennzeichnet (Danek et al. 2012). 

Die ChAc ist auf Mutationen im Gen VPS13A zurückzuführen, die zu einem 

Fehlen bzw. Mangel an funktionsfähigem Chorein führen (Dobson-Stone et al. 

2002; Dobson-Stone et al. 2004; Ueno et al. 2001). Es wird geschätzt, dass ca. 

500 - 1000 Menschen weltweit an ChAc erkrankt sind. Die Symptomatik bricht 

in einem mittleren Alter von 30 Jahren aus und verläuft progredient, bis sie zum 

frühzeitigen Tod der Betroffenen führt. Die Lebenserwartung variiert von 28 bis 

61 Jahren (Velayos Baeza et al. 2002). 

1.1.1.1 Symptomatik 

Das klinische Erscheinungsbild der ChAc ist durch ihre vielgestaltigen neurolo-

gischen Auffälligkeiten geprägt. Typischerweise kommt es zur Chorea (grie-

chisch choreía = Reigen(tanz)), einer hyperkinetischen Bewegungsstörung mit 

unwillkürlichen, ausschweifenden Bewegungen der Extremitäten, aber auch des 

Gesichts-, Mund- und Pharynxbereiches (Velayos Baeza et al. 2002). Damit 

verbunden sind unwillkürliche Vokalisationen, Dysarthrie sowie Dysphagie 

(Aasly et al. 1999; Bader et al. 2010; Saiki et al. 2004). Obwohl die Chorea na-

mensgebend ist, ist sie in der ChAc keinesfalls obligat: In Einzelfällen fehlte sie 

komplett (Peluso et al. 2017). Alternativ kam es beispielsweise zu einer parkin-

sonoiden Symptomatik, teilweise als Spätmanifestation der Erkrankung (Nagy 
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et al. 2015). Myopathien im Sinne von Muskelatrophien, Muskelschwäche und 

eine Erhöhung der Kreatinkinase im Serum sind gängige Begleiterscheinungen 

(Velayos Baeza et al. 2002). Darüber hinaus sind epileptische Anfälle zu be-

obachten (Al-Asmi et al. 2005). Neben neurologischen Erscheinungen treten 

auch psychopathologische Veränderungen auf. Insbesondere Persönlichkeits- 

und Verhaltensveränderungen sowie kognitive Veränderungen wurden bei ei-

nem Großteil der Patienten beschrieben (Danek et al. 2004, zitiert in Velayos 

Baeza et al. 2002). 

1.1.1.2 Morphologie und Pathophysiologie 

Morphologisch lassen sich Veränderungen feststellen, die zum Verständnis der 

Pathogenese beitragen. Analog zu den choreatischen Bewegungsstörungen 

lassen sich im Gehirn betroffener Patienten und im Mausmodell Beeinträchti-

gungen der Basalganglien feststellen. Es kommt zu einer beidseitigen Atrophie 

des Nucleus caudatus, Putamen und Pallidum (Huppertz et al. 2008; Tomemori 

et al. 2005). Histopathologisch korreliert dies mit einem Untergang von Neuro-

nen mit konsekutiver astrozytärer Gliose (Vital et al. 2002; Ishida et al. 2009; 

Tomemori et al. 2005).  

Bei den Betroffenen kommt es zur Myopathie mit elevierten Serumkonzentrati-

onen der Kreatinkinase. Ihre Genese ist nicht abschließend geklärt. In periphe-

ren Nerven wird eine Reduktion an dicken myelinisierten Fasern beschrieben, 

vereinbar mit einer neurogenen Myopathie (Alonso et al. 1989; Vital et al. 

2002). Darüber hinaus wird aufgrund histologisch aberranter Chorein-

Verteilungsmuster in Muskelzellen eine primäre Beteiligung des Skelettmuskels 

diskutiert (Saiki et al. 2007). Eine zusätzliche Beteiligung des Herzmuskels im 

Sinne einer Kardiomyopathie wurde hingegen nur in einem Einzelfall beschrie-

ben (Kageyama et al. 2007). 

Im Blut der Betroffenen zeigen sich typischerweise Akanthozyten, die aus-

schlaggebend für die Benennung der Erkrankung sind. Sie sind dysforme Eryth-

rozyten, die sich im Blutausstrich durch spikulierte Ausziehungen kennzeich-

nen. Sie machen einen Anteil von 5 - 50 % an der Gesamt-Erythrozytenzahl 
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aus, können in einzelnen Fällen jedoch auch fehlen (Velayos Baeza et al. 2002; 

Bayreuther et al. 2010). 

1.1.1.3 Klassifikation und Differentialdiagnostik 

Obwohl die Chorea namensgebend ist, zeigt sich die neurologische Symptoma-

tik der ChAc insgesamt vielgestaltig (s. 1.1.1.1). Das erschwert die korrekte Di-

agnose der Erkrankung.  

Im Vordergrund der Klinik von ChAc-Patienten steht die Chorea. Erkrankungen, 

die mit Chorea einhergehen, sind vielfältig, aber insgesamt selten, sodass die 

Stellung der richtigen Diagnose schwierig sein kann.  

Die ChAc ist der Hauptvertreter der Neuroakanthozytosen, einer Gruppe selte-

ner Erkrankungen, die mit neurologischen Symptomen und Akanthozyten in 

Erscheinung treten (Peikert et al. 2018). Ein Fehlen von Akanthozyten schließt 

jedoch eine ChAc nicht sicher aus (Bayreuther et al. 2010). Die Unterscheidung 

zwischen den Neuroakanthozytosen schließt neben Unterschieden des klini-

schen Auftretens auch die kranielle Bildgebung mittels Magnetresonanz-

tomographie sowie die spezifische genetische Diagnostik mit ein. Zur Diagnose 

einer ChAc ist die Untersuchung auf Chorein in Erythrozyten durch Western-

Blot-Analysen sowie ggf. der DNA-Analyse von VPS13A von großer Bedeutung 

(Jung et al. 2011).  

1.1.2 Funktion und Signalwege von Chorein 

In den vergangenen zwei Jahrzehnten konnte Chorein immer weiter charakteri-

siert werden. Jüngere Untersuchungen zeigen, dass Chorein Lipide binden und 

diese ohne Beteiligung von Vesikeln zwischen Zellorganellen transportieren 

kann (Velayos-Baeza et al. 2004; Kumar et al. 2018). Kumar et al. lokalisierten 

Chorein an Kontaktstellen zwischen dem endoplasmatischen Retikulum (ER) 

und den Mitochondrien und Lipidtropfen (engl. „lipid droplets“). Sie zeigten, 

dass Chorein eine Amino-terminale (N-terminale) hydrophobe Vertiefung be-

sitzt, die Glycerolipide binden kann. Die Verankerung in der ER-Membran er-

folgt durch ein FFAT-Motiv (engl. „two phenylalanines (FF) in an acidic tract“), 

die Bindung an Mitochondrien und Lipidtropfen durch eine Carboxy-terminal (C-



  1 Einleitung 

14 

terminal) gelegene DHL-PH-Domäne (engl. „Dbl-homology like / pleckstrin ho-

mology domain“) (Kumar et al. 2018). 

Das Krankheitsbild der ChAc zeigt durch die Affektion unterschiedlicher Zellen, 

dass Chorein für eine Reihe an Zellfunktionen Bedeutung haben muss. Zwar ist 

der vollständige Verlust von Chorein mit dem Leben vereinbar und in den ersten 

Lebensjahren oft unauffällig, für das langfristige Zellüberleben ist Chorein je-

doch unabdingbar. Insbesondere im zentralen Nervensystem kommt es mit zu-

nehmendem Alter sonst zur Degeneration von Neuronen (Tomemori et al. 

2005). Neuronen und Fibroblasten aus ChAc-Patienten wiesen in vitro eine sig-

nifikant höhere Apoptoserate auf (Pelzl et al. 2017a; Pelzl et al. 2017b), hinge-

gen waren Chorein-überexprimierende embryonale Nierenzellen weniger anfäl-

lig gegenüber eines Nährstoffentzugs (Sasaki et al. 2016). 

Chorein kann auch das Überleben von Tumorzellen fördern, wobei nicht alle 

Tumore auf Chorein angewiesen sind. Die Kolonkarzinom-Zelllinie CaCo2 ex-

primiert zum Beispiel vergleichsweise wenig Chorein und zeigt bei Chorein-

Mangel keine Beeinträchtigung des Überlebens. In anderen Tumorzelllinien wie 

dem ZF-Rhabdomyosarkom und der K562-Erythroleukämie, führte ein Mangel 

an Chorein jedoch zu einer eindeutig gesteigerten Apoptose- oder Nekroserate 

(Honisch et al. 2015a; Föller et al. 2012; Alesutan et al. 2013). Im Mittelpunkt 

steht dabei die Beeinträchtigung des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Weges, 

wodurch nach Knockdown von Chorein, beispielsweise in ZF-Rhabdomyo-

sarkomzellen, eine Verminderung des antiapoptotischen B-Zell-Lymphom-2-

Protein (BCL-2) sowie vermehrter Transkription des proapoptotischen Bcl-2-

assoziierten X Proteins (Bax) beobachtet werden konnte. Folglich kam es zur 

mitochondrialen Depolarisation, Aktivierung der Caspase-3 und Stimulation der 

Apoptose (Honisch et al. 2015a). In K562-Erythroleukämie-Zellen wurde zusätz-

lich eine geringere Aktivität der P21-aktivierten Kinase 1 (PAK1) beobachtet, die 

eine geringere Phosphorylierung des proapoptotischen Proteins Bcl-2-

Antagonist des Zelltodes (BAD) bewirkte (Föller et al. 2012). In Endothelzellen 

aus der humanen Nabelschnurvene (HUVEC, engl. „human umbilical vein en-

dothelial cells“) führte der Choreinmangel zu einer erhöhten Caspase-3-Aktivität 

und einer gesteigerten Nekrose (Alesutan et al. 2013).  
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Chorein stabilisiert das Zytoskelett. Seine Abwesenheit führt zur Bildung von 

dysformen Erythrozyten (Akanthozyten). Untersuchungen an Erythrozyten und 

Fibroblasten von ChAc-Patienten zeigten Störungen der Netzwerke der Aktin-

filamente, der Desmin- und Zytokeratin-Intermediärfilamente sowie der Mikro-

tubuli auf (Honisch et al. 2015b). Es bestehen Hinweise auf eine direkte Interak-

tion von Chorein mit dem Aktin-regulierenden β-Adduzin sowie β-Aktin (Shi-

okawa et al. 2013). Weitere Einflüsse auf das Aktinfilament wurden in Erythro-

zyten und Thrombozyten von ChAc-Patienten sowie in K562-Erythroleukämie-

Zellen, MEG-01-Megakaryoblasten und HUVEC näher untersucht. Das Fehlen 

von Chorein führt in diesen Zellen zu einer geringeren Aktivität des fokale Ad-

häsionskinase (FAK) / PI3K Signalweges, unter dessen Einfluss die Aktin-

Regulatoren „rat sarcoma (Ras) related C3 botulinum toxin substrate 1“ (Rac1) 

und PAK1 stehen. Folglich ist eine vermehrte Depolymerisierung der Aktinfila-

mente und ein überproportionales Vorkommen von globulärem Aktin zu be-

obachten, wodurch die Stabilität und Steifheit der Zellen deutlich beeinträchtigt 

wird (Föller et al. 2012; Schmidt et al. 2013; Alesutan et al. 2013; Honisch et al. 

2015b). Darüber hinaus ist Aktin mit Zellfunktionen wie der Aktivität von Ionen-

kanälen, Sekretion, Migration, Apoptose und Überleben assoziiert (Pa-

pakonstanti und Stournaras 2008). 

Chorein wird im Gehirn ubiquitär exprimiert. In Nervenzellen zeigte sich die 

vorwiegende Lokalisation in mikrosomalen und synaptosomalen Bereichen, wo 

Chorein an der Bildung und Ausschüttung synaptischer Vesikel beteiligt ist (Ku-

rano et al. 2007). In differenzierten Phäochromozytom 12 (PC12)-Zellen ist 

Chorein besonders am Golgi-Apparat sowie an Dense-Core-Vesikeln (DCV) in 

den Termini der Axone lokalisiert. DCV sind synaptische Vesikel, die Kate-

cholamine und Neuropeptide wie Dopamin enthalten können. Die Überexpres-

sion eines C-terminalen Fragments von Chorein förderte in PC12-Zellen die 

Exozytose der DCV mit der Freisetzung von Dopamin (Hayashi et al. 2012). Ein 

Choreinmangel führte hingegen zur Verringerung der Anzahl an Vesikeln sowie 

zu einer reduzierten Dopaminausschüttung, ein Effekt, der mit der Verminde-

rung des Vesikel-assoziierten Membranproteins 8 (VAMP8) assoziiert ist (Ho-

nisch et al. 2015c; Hayashi et al. 2012). VAMP8 reguliert Vorgänge der Exozy-
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tose und gehört zur Familie der SNARE-Proteine (engl. „soluble N-

ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor“), die für die Fusion 

von Membranen verantwortlich sind (Chen und Scheller 2001; Wang et al. 

2007; Cosen-Binker et al. 2008). Auch in nicht-neuronalen Zellen zeigte sich 

der Einfluss von Chorein auf die Exozytose. So ist die VAMP8-abhängige 

Degranulierung aktivierter Thrombozyten ebenfalls von Chorein abhängig. Folg-

lich ist auch die Plättchenaggregation gestört (Schmidt et al. 2013; Polgár et al. 

2002).  

Chorein übt Einfluss auf die Autophagie aus. Diese ist ein zellulärer Prozess, 

der für den kontrollierten Abbau von intrazellulären Makromolekülen und Orga-

nellen sorgt und dadurch den Zellhaushalt aufrechterhält und vor dem Zelltod 

schützt. Ein Chorein-Mangel beeinträchtigt die Autophagie mit beträchtlicher 

Akkumulation Autophagie-assoziierter Proteine. Störungen der Autophagie sind 

unter anderem stark mit neurodegenerativen Erkrankungen und einer gestörten 

Erythropoese assoziiert, zwei Eigenschaften, die die ChAc charakterisieren (Pe-

tibone et al. 2017; Nixon 2013; Lupo et al. 2016; Muñoz-Braceras et al. 2015). 

1.2 ZF-Rhabdomyosarkomzellen 

Auswirkungen von Chorein wurden in dieser Arbeit anhand der ZF-

Rhabdomyosarkom-Zelllinie untersucht. Rhabdomyosarkome gehören zur Fa-

milie der Krebserkrankungen. Die grundlegenden Eigenschaften von Krebszel-

len sind für das weitere Verständnis relevant und werden im Folgenden zu-

sammengefasst. 

1.2.1 Tumorzellen  

Krebs ist ein Oberbegriff für Krankheiten, die durch bösartige Neubildungen 

entstehen (DIMDI 2018). Krebs gilt als weltweit führende Todesursache im 21. 

Jahrhundert und als größtes Hindernis in der Steigerung der Lebenserwartung. 

Dies macht Krebs zu einem der wichtigsten medizinischen Forschungsthemen 

unserer Zeit (Bray et al. 2018; Stewart und Wild 2014). 

Dem Krebs liegen bösartige (= maligne) Tumorzellen (lat. „tumor“ = Schwellung, 

Geschwulst) zugrunde, deren Malignität gekennzeichnet ist durch die 

unkontrollierte Vermehrung, invasives Wachstum und Metastasierung (Sarkar 
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et al. 2013). Hanahan und Weinberg beschrieben sechs grundlegende 

Kennzeichen von Krebs: Die Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, 

Resistenz gegenüber wachstumshemmenden Signalen, das Verhindern der 

Apoptose, das endlose Potential zur Zellteilung, die Aktivierung und 

Aufrechterhaltung der Angiogenese sowie die Gewebeinfiltration und 

Metastasierung (Hanahan und Weinberg 2000). Seither kann diese Liste um 

mindestens zwei weitere Kennzeichen ergänzt werden: Die Tumorzellen 

erfahren eine Reprogrammierung des energetischen Metabolismus und 

entkommen der Kontrolle durch das Immunsystem (Hanahan und Weinberg 

2011). 

Die Proliferation der Tumorzellen wird einerseits durch die Aktivierung von 

Onkogenen, und/oder andererseits zur Deaktivierung der antiproliferativen oder 

proapoptotischen Tumorsuppressorgene gefördert (Vogelstein und Kinzler 

2004). Die Metastasierung wiederum basiert auf dem Verlust zellulärer 

Adhäsionsrezeptoren, Steigerung der Zellmotilität und Aktivierung von 

Membranmetalloproteasen. Sie ist verantwortlich für die meisten Krebs-

Todesfälle (Chambers et al. 2002). Ursächlich sind in aller Regel Veränder-

ungen im Genom durch Mutationen, chromosomale Translokation oder Deletion 

sowie eine fehlregulierte Expression oder Aktivität der korrespondierenden 

Signalwege (Sarkar et al. 2013). Ihre Entwicklung basiert auf der genomischen 

Instabilität im Zuge defekter Stabilitäts- und Reparaturgene, wodurch die 

Mutationsrate gesteigert wird (Hanahan und Weinberg 2000; Hanahan und 

Weinberg 2011). 

1.2.2 Rhabdomyosarkome 

Rhabdomyosarkome sind maligne Tumore mesenchymalen Ursprungs, die aus 

Vorläuferzellen quergestreifter Muskulatur hervorgehen (Panda et al. 2017) 

Histologisch unterscheidet man im Wesentlichen drei Subtypen: den 

embryonalen, alveolären und pleomorphen (anaplastischen) Typ. Der 

embryonale Typ ist mit 70 - 80 % der häufigste und kommt typischerweise in 

der Kopf-Nacken-Region und im Urogenitaltrakt vor. Der alveoläre Typ ist zu 15 

- 20 % vertreten und entsteht häufig in Extremitäten, Rumpf, Perineum und peri-
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anal. Anaplastische Rhabdomyosarkome treten vorwiegend im Erwachsenen-

alter auf (Panda et al. 2017).  

Das Rhabdomyosarkom entsteht meist in der ersten Lebensdekade (Sultan et 

al. 2009). Es ist das häufigste Weichteilsarkom im Kindesalter und macht bei 

den bis 14-Jährigen 3,5 % aller malignen Tumore aus (Panda et al. 2017). 

Erkrankungen im Erwachsenenalter sind sehr selten (Sultan et al. 2009). 

Weniger als ein Viertel der Rhabdomyosarkome sind bereits bei 

Diagnosestellung metastasiert. Typische Metastasierungsorte sind Lunge (40 - 

50 %), Knochenmark (20 - 30 %), Knochen (10 %) und Lymphknoten (bis zu 

20 %) (Panda et al. 2017). 

Therapeutisch wird so weit wie möglich die chirurgische Exzision angestrebt, 

gegebenenfalls geht ihr eine neoadjuvante Chemotherapie voraus. Nach der 

Operation erfolgt eine adjuvante Chemotherapie. Aufgrund der meist 

strahlensensiblen Tumorzellen wird sie häufig mit einer Radiotherapie 

kombiniert (Okcu und Hicks 2019). 

Die höchste Überlebensrate haben Kinder und Jugendliche mit embryonalem, 

gefolgt vom alveolärem Rhadomyosarkom (5-Jahres-Überlebensrate 69 % vs. 

47 %). Anaplastische Rhabdomyosarkome weisen die schlechteste Prognose 

auf (Panda et al. 2017). Allgemein haben Erwachsene ein deutlich schlechteres 

Outcome (Sultan et al. 2009).  

1.2.3 ZF-Rhabdomyosarkom-Zellllinie 

Die ZF-Zelllinie stammt aus einem wenig differenzierten alveolären Rhabdo-

myosarkom von einer siebenjährigen Patientin. Zum Diagnosezeitpunkt waren 

bereits multiple Fernmetastasen vorhanden. Es erfolgte vor der Resektion des 

Primärtumors in der Wade eine neoadjuvante Therapie des hochresistenten 

Tumors mit verschiedenen Therapieschemata (Docetaxel und Cyclophospha-

mid; Ifosfamid, Vincristin und Actinomycin; Ifosfamid, Vincristin und Adriamycin) 

(Honisch et al. 2015a; Zaborski 2019). Gegenüber anderen Rhabdomyo-

sarkomlinien weisen ZF-Zellen eine besonders hohe Expression von Chorein 

auf. Die Herunterregulation von Chorein beeinträchtigt das Überleben dieser 
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Zellen erheblich durch die Hemmung des PI3K-Weges und zeigt, dass ZF-

Zellen besonders auf Chorein angewiesen sind (Honisch et al. 2015a). 

1.3 Die Rolle von Kalzium in humanem Gewebe 

Kalzium ist das fünfthäufigste Element im menschlichen Körper und für zahlrei-

che, grundlegende Vorgänge im Körper essenziell (Kaim und Schwederski 

1995; Jaiswal 2001). 99 % des Körperkalziums befinden sich in den Knochen. 

Dort ist es Voraussetzung für die mechanische Standfestigkeit des Stützgewe-

bes und dient gleichzeitig als Kalziumspeicher. Hierzu bedarf es einer strengen 

Regulation des Kalziumhaushaltes im Körper, die allen voran durch die Hormo-

ne Parathormon, Calcitonin und Dihydroxycalciferol bewerkstelligt wird (Löffler 

et al. 2007). Kalzium kommt im Organismus nicht nur gebunden an organischen 

sowie anorganischen Molekülen vor, sondern dient auch als freies Ca2+-Ion ei-

ner wichtige Rolle: Die physikochemischen Eigenschaften des Ca2+-Ions ma-

chen es zu einem essenziellen und vielseitigen Signalträger in der Zelle. Die 

freie zytosolische Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i) beträgt im Ruhezustand etwa 50 

- 100 nM und ist somit um ca. 104-fach niedriger als im extrazellulären Raum 

(Bronner 2001).  

Die Zellorganellen tragen wiederum ihrerseits zur Ca2+-Homöostase und -

Signalwegen bei. Das sarkoplasmatische Retikulum (SR) in Muskelzellen sowie 

das endoplasmatische Retikulum (ER) in den übrigen Zellen fungiert als wich-

tigster Ca2+-Speicherort, aus dem Ca2+-Ionen rasch freigesetzt werden können 

und erreicht dabei eine intraluminale Ca2+-Konzentration in der Größenordnung 

von 100 - 400 µM (Berridge et al. 2000; Ziman et al. 2010; Koch 1990). Mito-

chondrien besitzen nach heutigem Kenntnisstand einen eigenen Ca2+-Haushalt 

und steuern über Ca2+-Ionen zelluläre Vorgänge sowie mitochondriale Funktio-

nen, beispielsweise als Bestandteil der Atmungskette (Stefani et al. 2016).  

In erregbaren Zellen wie Nerven- oder Muskelzellen sorgt eine rasche Erhö-

hung der [Ca2+]i für die erforderliche schnelle Signaltransduktion. In nicht-

erregbaren Zellen beobachtet man hingegen Ca2+-Oszillationen, die durch ei-

nen repetitiven Anstieg und Abfall des [Ca2+]i gekennzeichnet sind (Woods et al. 

1986, zitiert in Dupont et al. 2011). Sie können an Nachbarzellen weitergege-
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ben werden und innerhalb eines Zellverbundes eine sogenannte Ca2+-Welle 

auslösen (Berridge et al. 2003). Daneben gibt es lokale Änderungen der Ca2+-

Konzentration innerhalb sogenannter Mikrodomänen als Teil lokal begrenzter 

Signalvorgänge (Pani und Singh 2009; Pacheco et al. 2016).  

Im Gegensatz zu vielen anderen Signalträgern werden Ca2+-Ionen weder er-

zeugt noch inaktiviert oder vernichtet, sodass Ca2+ transportiert oder gepuffert 

werden muss (Villalobos et al. 2016). Hohe, beständige Konzentrationen an 

Ca2+-Ionen innerhalb der Zelle führen zum Zelltod (Nicotera und Orrenius 

1998). Der Ca2+-Haushalt befindet sich daher in einem empfindlichen Gleich-

gewicht, das von einer Vielfalt an Kanälen, Transportern, Bindungs- und Sig-

nalproteinen gesteuert wird. Gleichzeitig müssen die vielfältigen Ca2+-

gesteuerten Signalwege adäquat umgesetzt werden. Es folgt eine Übersicht 

über die bekanntesten involvierten Proteingruppen. 

1.3.1 Ca2+-Bindeproteine 

Ca2+-Bindeproteine zeichnen sich durch ein oder mehrere Ca2+-Bindungsstellen 

aus. Als Sensorproteine können sie Ca2+-gesteuerte Prozesse vermitteln, in-

dem sie nach Bindung von Kalziumionen durch Konformitätsänderungen Fol-

gereaktionen einleiten. Hierzu zählen beispielsweise G-Protein-gekoppelte 

membranständige Rezeptoren wie muskarinische Rezeptoren oder lösliche Ef-

fektorproteine wie Calmodulin. Darüber hinaus existieren Pufferproteine wie 

Calbindin D-28, die Schwankungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration ver-

mindern (Carafoli und Krebs 2016; Berridge et al. 2003). 

Die Bindung von Ca2+-Ionen erfolgt auf verschiedene Weisen. Eine gut unter-

suchte, sehr häufige Ca2+-Bindungsdomäne ist die EF-Hand Domäne (benannt 

nach der integrierten E- und F-Helix). Zu den EF-Hand Proteinen gehören 

S100-Proteine (benannt aufgrund ihrer Löslichkeit in 100%iger Ammoniumsul-

fat-Lösung), das Sensorprotein Calmodulin oder auch Neuronale Ca2+-

Sensorproteine (NCS) (Clapham 2007; Donato 2001). 



  1 Einleitung 

21 

1.3.2 Ca2+-Kanäle und -Pumpen 

1.3.2.1 Intrazelluläre Signalprozesse durch Ca2+-Einstrom 

Ca2+-Kanäle führen bei Öffnung zu einem passiven Ca2+-Einstrom entlang des 

transmembranösen Konzentrationsgefälles in das Zytosol, wodurch zahlreiche 

Folgereaktionen in Gang gesetzt werden können.  

Tab. 1: Übersicht über die bekanntesten Kanäle, die einen Ca2+-Einstrom oder eine Ca2+-
Freisetzung bewirken. 

Kanäle Ort Eigenschaften und Funktion 

spannungsgesteuerte 
Ca2+-Kanäle1 

Plasmamembran Rasche Veränderung des Mem-
branpotentials (insbesondere in 
Neuronen)  

Transiente Rezeptor-
Potential-Kanäle 
(TRP)2 

Plasmamembran Heterogene Gruppe an Ca2+- 
sowie unspezifischen Kationen-
kanälen, heterogenes Funkti-
onsspektrum. Aktivierung z. B. 
durch Liganden oder sensori-
sche Reize 

Transmitter-
gesteuerte Kanäle3 

Plasmamembran Aktivierung durch Liganden, z. 
B. N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) 
oder  
Acetylcholin 

Gap Junctions4 Plasmamembran Zell-Zell-Verbindungen durch 
Connexine zum Austausch von 
Ionen und kleinen Moleküle 

Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3)-
Rezeptor5 

Endoplasmatisches 
Retikulum (ER) 

Aktivierung durch IP3, Beteili-
gung an zahlreichen zellulären 
Signalwegen 

Ryanodinrezeptor5 Sarkoplasmatisches 
Retikulum (SR) 

Ca2+-induzierter Ca2+-Release 

Na+/Ca2+ Li+-
permeabler Austau-
scher (NCLX), 
2H+/Ca2+-
Austauscher6 

Mitochondrien Mitochondriale Prozesse, Mitre-
gulation der intrazellulären Ca2+-
Konzentration 

Kalziumfreisetzungs-
aktivierter Kanal 
(CRAC) 

ER/SR Ermöglicht den speicherabhän-
gigen Kalziumeinstrom (SOCE) 
aus dem Extrazellularraum, s. 
Abschnitt 1.3.3.2. 
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1(Clapham 2007; Catterall 2011), 2(Ramsey et al. 2006), 3(Clapham 2007), 4(Nielsen et al. 

2012), 5(Berridge et al. 2000; Berridge 1983; Burgess et al. 1984)., 6(Stefani et al. 2016). 

Ca2+-Kanäle können periodisch verändernde [Ca2+]i innerhalb der Zelle bewir-

ken, die als Ca2+-Oszillationen bezeichnet werden. Sie beruhen auf einem repe-

titiven Ca2+-Ein- und -Ausstrom aus dem Zytosol und werden mit einer Reihe 

von Ca2+-Kanälen in Verbindung gebracht. Verschiedene Studien identifizierten 

unterschiedliche verantwortliche Ca2+-Kanäle, insbesondere IP3-Rezeptoren, 

Ryanodinrezeptoren und Kalziumfreisetzungs-aktivierte Kanäle (engl. „Calcium 

release activated calcium channel“, CRAC) (Berridge et al. 2003; Dupont et al. 

2011). Ca2+-Oszillationen sind somit ein sehr heterogen gesteuertes Phänomen 

(Dupont et al. 2011).  

1.3.2.2 Elimination von Ca2+-Ionen aus dem Intrazellularraum 

Durch Signalprozesse und Leckströme kommt es zu einem ständigen Einstrom 

von Ca2+-Ionen nach intrazellulär. Die Aufrechterhaltung der niedrigen 

intrazellulären Ca2+-Konzentration [Ca2+]i wird daher durch eine konstante 

Elimination von Ca2+-Ionen entgegen des Konzentrationsgradienten 

bewerkstelligt. Dabei werden Ca2+-Ionen sowohl nach extrazellulär als auch in 

die Zellorganellen transportiert (Carafoli und Krebs 2016). 

Unterschiedliche Transporter befördern Ca2+-Ionen unter Hydrolyse von Adeno-

sintriphosphat (ATP) aus dem Intrazellularraum (Tab. 2). Darüber hinaus 

senken Ionenaustauscher die [Ca2+]i, indem Konzentrationsgradienten anderer 

Ionen genutzt werden. Letztere funktionieren prinzipiell in beide Richtungen 

(Clapham 2007; Khananshvili 2014; Yang et al. 2013b). 

Tab. 2: Übersicht über die bekanntesten Transporter, die intrazelluläres Ca2+ eliminieren. 

Transporter Ort 

Sarkoplasmatisch/Endoplasmatische-
Retikulum-Kalzium-ATPase (SERCA)1 

Sarko-/Endoplasmatisches Reti-
kulum (SR/ER) 

Sekretionsweg-Ca2+-ATPase (engl. 
secretory pathway Ca2+ ATPase, SPCA)2 

Golgi-Apparat 

Mitochondrialer Kalzium Uniporter (MCU) 
Komplex3 

Mitochondrien 

Plasmamembran-Ca2+-ATPase (PMCA)4 Plasmamembran 
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1(Clapham 2007), 2(Carafoli und Krebs 2016), 3(Glitsch et al. 2002; Hoth et al. 1997; Fonteriz et 

al. 2016), 4(Clapham 2007).  

Tab. 3: Übersicht über die bekanntesten Ionenaustauscher, die intrazelluläres Ca2+ elimi-
nieren. Sie kommen in der Plasmamembran und in Membranen von Zellorganellen vor. 

Ionenaustauscher Vorgang 

Na+/Ca2+-
Austauscher (NCX)1 

transportiert 1 Ca2+-Ion im Austausch gegen 3 Na+-
Ionen 

Na+/Ca2+-K+-
Austauscher 
(NCKX)1 

transportiert 1 Ca2+-Ion sowie 1 K+-Ion im Austausch 
gegen 4 Na+-Ionen 

1(Clapham 2007; Khananshvili 2014; Yang et al. 2013b). 

1.3.3 Speicherabhängiger Kalziumeinstrom (SOCE) 

1.3.3.1 Endoplasmatisches und sarkoplasmatisches Retikulum als intrazellulä-

rer Ca2+-Speicher 

J. W. Putney stellte erstmals fest, dass Zellen einen internen Ca2+-Speicher 

besitzen (Putney 1977). Diese können durch extrazelluläre Ca2+-Ionen wieder 

befüllt werden (Putney 1986; Streb et al. 1983; Berridge 1983; Burgess et al. 

1984; Takemura et al. 1989). Dieses Phänomen zeigte sich zunächst nach Ga-

be von IP3, das zur Öffnung von Ca2+-Kanälen des ER und Ca2+-Ausstrom aus 

dem ER in das Zytosol führt (vgl. 1.3.2.1).  

Weitere grundlegende Erkenntnisse konnten durch die Nutzung von 

Thapsigargin, einem Toxin der Pflanze Thapsia garganica, gewonnen werden. 

Thapsigargin führt zur Leerung des ER/SR, indem es die SERCA direkt und 

unabhängig von IP3 inhibiert (Ali et al. 1985; Jackson et al. 1988; Thastrup et 

al. 1990; Lytton et al. 1991). Der Prozess, der konsekutiv das ER/SR mit extra-

zellulärem Ca2+ wieder befüllt, wird heute als speicherabhängiger Kalzium-

einstrom (engl. store-operated calcium entry, SOCE) bezeichnet (Parod und 

Putney 1978; Prakriya und Lewis 2015). Hoth und Penner nannten den 

beobachteten Ionenstrom ICRAC, der hochselektiv für Ca2+-Ionen war und einen 

geringen Leitwert besaß (Hoth und Penner 1992): Die Leitfähigkeit des CRAC-

Kanals ist gegenüber anderen Ca2+-Kanälen um mehr als 100-fach verringert 

(Prakriya und Lewis 2006). 
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Die Protagonisten des SOCE konnten in den letzten zwei Jahrzehnten charak-

terisiert werden. Das Transmembranprotein Orai1 formt den CRAC-Kanal, der 

ICRAC ermöglicht. Um ihn zu aktivieren, ist das Ca2+-Sensorprotein Stromales 

Interaktionsmolekül  (STIM) erforderlich, welches die Kalziumkonzentration des 

ER/SR erfasst. Beide Proteine werden im Folgenden näher beleuchtet. 

1.3.3.2 Orai1 

Orai1 ist die porenformende Untereinheit des CRAC-Kanals (Gudlur und Hogan 

2017). Mittels Ribonukleinsäure (RNA)-Interferenz gelang 2006 erstmals der 

Nachweis, dass Orai1 essentieller Bestandteil des CRAC-Kanals ist (Feske et 

al. 2006; Vig et al. 2006a; Zhang et al. 2006; Luik und Lewis 2007). Insgesamt 

sind drei humane Orai-Homologe (Orai1 - 3) bekannt (Mercer et al. 2006). Alle 

beteiligen sich am STIM1-vermittelten SOCE (Mercer et al. 2006). Orai1 und 

Orai2 zeigen ähnliche Eigenschaften, während Orai3 durchschnittlich die ge-

ringste Effizienz und Expression aufweist (Mercer et al. 2006).  

Orai1 ist das am besten untersuchte Orai-Homolog. Das humane Orai1 ist ein 

Transmembranprotein, das aus 301 Aminosäuren und vier Transmembran-

domänen (TM1 - 4) besteht (Zhu et al. 2017; Cai 2007). Der C- wie auch der N-

Terminus liegt im zytoplasmatischen Bereich. Beide sind kritische Bereiche für 

die STIM1-vermittelte Aktivierung des Kanals (Zhou et al. 2016; Gudlur und Ho-

gan 2017).  

Orai-Moleküle sind Monomere, die durch Zusammenlagerung den spannungs-

gesteuerten Ca2+-Kanal bilden. Man geht davon aus, dass Orai im Ruhezustand 

in Dimeren vorliegt (Penna et al. 2008). Nachdem zunächst die Vermutung be-

stand, dass der aktivierte CRAC-Kanal aus einem Tetramer besteht, bilden die 

aktivierten Orai-Moleküle nach heutigem Kenntnisstand über Cystein-

Disulfidbrücken ein Hexamer (Zhou et al. 2010; Yen et al. 2016; Cai et al. 

2016). Die zentrale Kanalpore wird dabei durch sechs TM1-Domänen gebildet. 

Diese wiederum werden von TM2 und TM3 umschlossen. Die TM4-Domänen 

sind peripher lokalisiert und gehen anschließend an das C-terminale Ende über 

(Abb. 1) (Hou et al. 2012).  
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Für die Funktion des Ca2+-Einstroms ist die Ca2+-Bindungsstelle E106 in TM1 

essentiell (Vig et al. 2006b; Prakriya et al. 2006). Dieser negativ geladene 

Locus ist nicht nur Ort der Interaktion mit Ca2+-Ionen, sondern ist auch maßgeb-

lich für die hohe Selektivität des Kanals verantwortlich. Weitere negativ gelade-

ne Aminosäuren in dieser Region tragen zur porennahen Akkumulation der po-

sitiv geladenen Ca2+-Ionen bei (Vig et al. 2006b). Im geschlossenen Zustand 

verhindert eine basenreiche Region der Pore durch eine stark positive Ladung 

und einen geringen Öffnungsdurchmesser den Durchtritt von Ca2+-Ionen (Hou 

et al. 2012).  

Zur Aktivierung von Orai1 ist die direkte Interaktion mit STIM erforderlich. Die 

Bindungsstelle enthält eine Coiled-Coil-Formation und liegt im C-Terminus von 

Orai1 (Li et al. 2007; Yuan et al. 2009; Stathopulos et al. 2013). Das C-

terminale Ende von Orai2 und Orai3 enthält zusätzlich eine Glutamat-reiche 

Region, die eine schnelle Ca2+-abhängige Inaktivierung ermöglicht (Lee et al. 

2009). 

Auch der N-Terminus ist an der Aktivierung beteiligt. In dieser liegt eine hoch-

konservierte erweiterte transmembrane Orai1 N-terminale Region (ETON, engl. 

„extended transmembrane Orai1 N-terminal region“). Versuche mit Mutationen 

oder Kürzungen dieser Region ergaben, dass auch dieser für die Aktivierung 

des Kanals essenziell ist, sodass dieser als Steuer-Region (engl. „gating regi-

on“) bezeichnet wurde (Derler et al. 2013). Hier zeigte sich zudem eine weitere 

STIM1-Bindungsstelle mit geringerer Affinität, die aber nicht zwingend für die 

STIM1-abhängige Aktivierung erforderlich ist (McNally et al. 2013; Zhou et al. 

2016; Li et al. 2007; Zheng et al. 2013; Zhou et al. 2017; Gudlur und Hogan 

2017; Derler et al. 2013). Interessanterweise konnte N-terminal eine Calmodu-

lin-bindende Domäne gefunden werden. Die Bindung dieses Ca2+-

Sensorproteins zeigte einen Zusammenhang mit der schnellen Ca2+-

abhängigen Inaktivierung (Mullins et al. 2009; Litjens et al. 2004). 
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Abb. 1: Schematischer Aufbau von Orai1 nach Gudlur und Hogan (2017). Das Orai1 Mono-

mer besitzt vier Transmembranhelices (TM1-TM4). Beide Termini befinden sich intrazellulär. 

Die bisher bekannte Ca2+-Bindungsstelle ist am C-terminalen Ende der TM1 lokalisiert (E106). 

Die mutmaßliche STIM-Bindungsregion ist C-terminal der TM4 gelegen. Eine Missense-

Mutation in R91 führt zum schweren kombinierten Immundefekt (SCID) (siehe 1.3.3.5). Dieser 

Locus wird vermutlich für die STIM-abhängige Aktivierung benötigt und Gating-Region genannt 

(Zhang et al. 2011). 

1.3.3.3 Stromales Interaktionsmolekül (STIM) 

STIM1 ist ein Transmembranprotein des ER/SR, das als Ca2+-Sensorprotein 

fungiert und Orai aktiviert (Liou et al. 2005; Roos et al. 2005; Zhang et al. 

2005b). Vertebraten exprimieren ebenfalls die Isoform STIM2, die bei einer se-

quenziellen Ähnlichkeit von 66 % in ihrer Funktion von STIM1 differiert (Cai 

2007; Collins und Meyer 2011; Williams et al. 2001). Während STIM1 aus 685 

Aminosäuren besteht, ist STIM2 nochmals um 61 Aminosäuren länger (Williams 

et al. 2001). 

Die STIM-Proteine bestehen aus einer Typ I „single pass“ Transmembrandomä-

ne, einem luminalen N-Terminus und einem zytoplasmatischen C-Terminus 

(Dziadek und Johnstone 2007; Williams et al. 2001). Im Ruhezustand tritt 

STIM1 regelhaft als Dimer auf (Muik et al. 2009; Covington et al. 2010; Yang et 

al. 2012). Es bewegt sich entlang von Mikrotubuli fort und verteilt sich im Ruhe-

zustand homogen (Baba et al. 2006). 

N-terminal weist es ein Signalpeptid und eine EF-Hand-Domäne auf. Letztere 

besteht aus einem Helix-Loop-Helix-Motiv und bindet Ca2+-Ionen (Persechini et 
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al. 1989; Liou et al. 2005). Ihr liegt benachbart eine weitere, atypische EF-Hand 

an, die keine Ca2+-Ionen bindet (Stathopulos et al. 2008). Darauf folgt ein Steri-

les-Alpha-Motiv (SAM), an welches sich später die Transmembrandomäne an-

schließt (Williams et al. 2001). Der Komplex aus EF-Hand und SAM wird als 

EF-SAM-Domäne bezeichnet und bildet die funktionelle Einheit des Ca2+-

Sensors. Die atypische EF-Hand beeinträchtigt dabei die Stabilität der EF-SAM 

Domäne. Sie ermöglicht die Funktion als Ca2+-Sensor, indem sie eine relativ 

niedrige Ca2+-Affinität bewirkt, wodurch bereits geringe Abweichungen der ho-

hen Ca2+-Konzentration des ER/SR detektiert werden können (Stathopulos et 

al. 2006; Stathopulos et al. 2008).  

Die zytoplasmatische, C-terminale Seite weist in beiden Isoformen drei nahezu 

identische Doppelwendelstrukturen (engl. „coiled coil“, CC1 - 3) auf (Soboloff et 

al. 2006b). Mit der STIM1-Orai-Aktivierungsregion (SOAR, Aminosäuren 344 - 

442) bzw. der CRAC-Aktivierungsdomäne (CAD, Aminosäuren 342 - 448) cha-

rakterisierten Yuan et al. sowie Park et al. Sequenzen der Region, die ausrei-

chen, um Orai vollständig zu aktivieren. SOAR/CAD folgt der CC1-Domäne und 

schließt CC2 und CC3 ein (Park et al. 2009; Yuan et al. 2009). Nach Mutatio-

nen in SOAR war eine Kolokalisation von STIM1 mit Orai noch möglich, die Ak-

tivierung von Orai wurde jedoch verhindert (Yuan et al. 2009). CC1 und SOAR 

sind im Ruhezustand aneinander gebunden und geben bei Aktivierung ihre Bin-

destellen frei (Ma et al. 2015; Zhou et al. 2013). Weiter C-terminal folgt die 

CRAC-modulierende Domäne (CMD, AS 474 - 485) bzw. Inaktivierungsdomäne 

von STIM (IDSTIM, AS 470 - 491), die eine schnelle, Ca2+-abhängige Inaktivie-

rung von CRAC-Kanälen ermöglicht (Derler et al. 2009; Lee et al. 2009; Mullins 

et al. 2009). Im distalen C-terminalen Bereich divergieren die Sequenzen beider 

Homologe deutlich voneinander (Williams et al. 2001) (Abb. 2). 
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Abb. 2: Vergleich der gemeinsamen Domänen in STIM1 und STIM2 (schematisch). Das N-

terminale Ende ist im Lumen des ER lokalisiert und beinhaltet ein Signalpeptid (S). Ihm folgt die 

EF-SAM-Domäne, welche Ca2+-Ionen bindet und aus einer typischen (EF1) und atypischen 

(EF2) EF-Hand-Domäne sowie einer Steriles-Alpha-Motiv (SAM) Domäne besteht. Eine Typ I 

single pass Transmembrandomäne (T) trennt diese von der zytosolischen Seite. Diese beinhal-

tet in beiden Isoformen drei coiled-coil Regionen (CC1 - 3). In diesem Bereich befindet sich die 

STIM1-Orai-Aktivierungsregion (SOAR) bzw.  CRAC-Aktivierungsdomäne (CAD). Für die 

schnelle Inaktivierung ist die CRAC-modulierende-Domäne (CMD) oder Inaktivierungsdomäne 

von STIM (IDSTIM) verantwortlich. Weiter C-terminal liegen größere strukturelle Abweichungen 

zwischen den beiden Isoformen. Gemeinsamkeiten sind in jeweils einer Serin/Prolin-reichen 

(SP) und Lysin-reichen (K) Region zu finden (nach Zhu et al. 2017).  

STIM2 besitzt im Gegensatz zu STIM1 eine niedrigere Affinität zu Ca2+-Ionen 

und wird somit bereits bei einem geringerem Ca2+-Abfall aktiviert (Brandman et 

al. 2007; Zhang et al. 2011). Dadurch ist es vorwiegend an der Erhaltung der 

basalen zytosolischen und endoplasmatischen Ca2+-Konzentration beteiligt. 

Bereits in Ruhe zeigt STIM2 eine messbare basale Aktivität (Soboloff et al. 

2006a; Brandman et al. 2007). Ein Ausschalten von STIM2 führte zu 

verringerten basalen Ca2+-Konzentrationen im ER und Zytosol (Brandman et al. 

2007; Bird et al. 2009). Die Überexpression von STIM2 verminderte STIM1-

vermitteltes SOCE erheblich und impliziert, dass STIM2 ein deutlich schwäche-

rer CRAC-Kanal-Aktivator ist (Soboloff et al. 2006b; Dupont et al. 2011; Bird et 

al. 2009). Während ein geringer Anteil von STIM1 auch in der Plasmamembran 

nachgewiesen wurde, kommt STIM2 ausschließlich in der endoplasmatischen 

Membran vor (Stathopulos et al. 2006; Soboloff et al. 2012; Williams et al. 2001; 

Manji et al. 2000).  

1.3.3.4 Aktivierung des speicherabhängigen Kalziumeinstroms (SOCE) 

Werden Orai und STIM überexprimiert, so vervielfacht sich ICRAC. Sie stellten 

sich als die einzigen unmittelbar limitierenden Proteine im SOCE heraus 

(Peinelt et al. 2006; Soboloff et al. 2006a; Mercer et al. 2006).  
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STIM fungiert als Ca2+-Sensorprotein und initialisiert den SOCE. Der Abfall der 

Ca2+-Konzentration im ER/SR führt zur Aktivierung von STIM. Zunächst löst 

sich dabei die alpha-Helix-reiche Form der endoplasmatischen EF-SAM-

Domäne unter Aufspaltung der intramolekularen Interaktion zwischen EF-Hand 

und SAM-Domäne. Dies führt zur Destabilisierung und partiellen Entfaltung der 

Domäne und zur ersten Oligomerisierung der STIM-Moleküle (Stathopulos et al. 

2008; Ma et al. 2015; Covington et al. 2010; Stathopulos et al. 2006). Während 

die N-Termini sich durch die Aktivierung annähern, erfährt die Transmembrand-

omäne Konformationsänderungen (Zheng et al. 2013). Sie erhöht, wahrschein-

lich durch Bildung einer Coiled-Coil Formation, die Helizität der CC1-Domäne. 

Dadurch nähern sich die C-Termini der Plasmamembran an (Ma et al. 2015; 

Zhou et al. 2013). Die Bindung von CC1 mit SOAR löst sich dabei, sodass bei-

de Domänen freigelegt werden (Ma et al. 2015; Zhou et al. 2013). Über die frei-

gelegten Bindungsstellen erfolgt die weitere Aggregation und Stabilisierung der 

STIM-Oligomere (Stathopulos et al. 2008; Ma et al. 2015; Covington et al. 2010; 

Li et al. 2007).  

Während STIM1 im Ruhezustand ubiquitär in der Membran des ER verteilt ist, 

akkumulieren die STIM-Oligomere nach Aktivierung an der juxtamembranären 

ER-Region unter Bildung von Ansammlungszonen, sogenannten „Puncta“ 

(Baba et al. 2006; Liou et al. 2005; Liou et al. 2007). Die STIM-Moleküle gren-

zen damit unmittelbar der Plasmamembran an, ohne in diese einzudringen (Xu 

et al. 2006; Mercer et al. 2006).  

An den STIM1 Puncta werden nachfolgend Orai1 Untereinheiten der Plasma-

membran rekrutiert (Liou et al. 2007; Xu et al. 2006). Die Freilegung von SOAR 

ermöglicht die Bindung mit der CC-Domäne im C-Terminus von Orai1, welches 

dadurch aktiviert wird. Die CC2-Domänen eines STIM1-Dimers werden vonei-

nander getrennt, wodurch hier die C-terminale CC-Domäne von Orai1 gebun-

den werden kann (Calloway et al. 2010; Stathopulos et al. 2013; Korzeniowski 

et al. 2017). Die Bindung von STIM1 an den C-Terminus von Orai führt zur Kon-

formationsänderung des C-terminalen Bindegliedes von Orai1 und leitet so das 

Aktivierungssignal an die Transmembranhelices weiter (Zhou et al. 2016).  
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Zum Öffnungsmechanismus der CRAC-Kanäle gibt es mehrere Theorien. 

McNally et al. beobachteten, dass die Pore des Kanals durch eine hydrophobe 

Barriere an der Stelle V102 verschlossen ist. Diese verliert ihre Stabilität nach 

Aktivierung und gibt die Kanalöffnung frei (McNally et al. 2012). Andere Studien 

zeigten hingegen, dass sich die Porenöffnung selbst durch Konformitätsände-

rung weitet, sodass Wassermoleküle in die hydrophobe Pore eindringen können 

und der Durchtritt von Ca2+-Ionen ermöglicht wird. Einige Untersuchungen zeig-

ten Hinweise, dass die Kanalöffnung dabei mit einer Rotationsbewegung ver-

bunden ist (Shim et al. 2015; Dong et al. 2019; Yamashita et al. 2017; Liu et al. 

2019; Frischauf et al. 2017). Der exakte Mechanismus der Porenöffnung bleibt 

Gegenstand der aktuellen Forschung. 

Die Aktivität des SOCE wird durch das Verhältnis von STIM1 zu Orai bestimmt. 

Der höchste Ca2+-Einstrom (ICRAC) konnte bei einem STIM1-Orai Verhältnis von 

2:1 beobachtet werden. Somit schloss man unter der damaligen Annahme ei-

nes tetramer aufgebautem CRAC-Kanals auf ein Optimum von acht STIM1-

Molekülen pro CRAC-Kanal (Li et al. 2011a; Hoover und Lewis 2011). Bei ei-

nem Verhältnis von 1:1 hingegen wurde ein verringerter ICRAC, aber auch eine 

erhöhte Ca2+-Selektivität beobachtet (McNally et al. 2012). Stathopulos et al. 

favorisierten jedoch nach Kernspinresonanz-Untersuchungen das Modell einer 

STIM1-Orai-Interaktion im 1:1 Verhältnis (Stathopulos et al. 2013). Das genaue 

Verhältnis bleibt auch nach aktueller Studienlage diskussionswürdig und ist bis-

lang nicht abschließend geklärt (Fahrner et al. 2017; Nwokonko et al. 2017).  

STIM und Orai sind die zentralen Bausteine des SOCE. Neuere Forschungser-

gebnisse weisen zunehmend darauf hin, dass weitere Akteure in Zusammen-

hang mit dem SOCE stehen. In erster Linie ist das die Familie der  kanonischen 

transienten Rezeptorpotential-Kanäle (engl. „transient receptor potential cano-

nical channel“, TRPC), die ursprünglich mit speicherabhängigem Ca2+-Einstrom 

assoziiert wurden und lange vor Orai bekannt waren (Cheng et al. 2013). Je-

doch zeigen TRPC selbst keinen Ca2+-Einstrom, der dem ICRAC entspricht. 

TRPC sind im Gegensatz zu Orai1 relativ unselektive Kationenkanäle. Nur 

manche Typen wie der TRPC1 werden Ca2+-speicherabhängig aktiviert (Venka-

tachalam und Montell 2007). STIM1 aktiviert TRPC1-Kanäle, nachdem diese 
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abhängig von Orai1 in die Plasmamembran integriert wurden. Bezüglich ihrer 

Funktion und molekularen Interaktion bleiben jedoch noch viele Fragen offen 

(Ong und Ambudkar 2017). 

1.3.3.5 Funktion des speicherabhängigen Kalziumeinstroms 

Der SOCE ist ein wichtiger Bestandteil physiologischer Prozesse innerhalb der 

Zelle. Er reguliert den intrazellulären Ca2+-Haushalt und spielt eine Schlüsselrol-

le in Ca2+-gesteuerten Signalwegen. Seine Auswirkungen sind vielfältig und von 

der Art der Zelle abhängig (Hogan und Rao 2015).  

Gut untersucht sind die Folgen von defektem SOCE in einer hereditären Form 

des schweren kombinierten Immundefekts (engl. „severe combined immunode-

ficiency“, SCID). Durch eine R91W-Mutation in Orai1 kommt es zu einem tota-

len Ausfall des SOCE in T-Zellen, B-Zellen und Fibroblasten (Feske et al. 2001; 

Feske et al. 2005; Feske et al. 2006; Rosado 2017). Andere Funktionsverlust-

Mutationen von Orai1 oder STIM1 führen ebenfalls zu einem Immundefekt 

(McCarl et al. 2009; Feske et al. 2010). T-Lymphozyten sind durch ein geringe-

res Volumen des ER besonders auf den SOCE angewiesen (Srikanth et al. 

2017). Charakteristisch sind Signalwege über Ca2+-Oszillationen, die infolge 

einer Aktivierung des T-Zell-Rezeptors (engl. „T cell receptor“, TCR) unter Be-

teiligung von CRAC-Kanälen innerhalb lokaler Mikrodomänen ausgelöst werden 

(Dolmetsch und Lewis 1994; Kar et al. 2011). Abhängig von Amplitude und 

Dauer der [Ca2+]i-Veränderungen werden nachfolgend proinflammatorische 

Transkriptionsfaktoren aktiviert, hierunter vor allem Ca2+-Calcineurin-nukleärer 

Faktor aktivierter T-Zellen (NFAT), Nukleärer Faktor Kappa B (engl. „Nuclear 

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells“, NFκB) und c-Jun N-

terminale Kinasen (Dolmetsch et al. 1997). Durch die Verhinderung des SOCE 

bleiben Ca2+-Oszillationen aus. Dies führt wiederum durch fehlende Aktivierung 

von NFAT zu erheblichen Störungen der Zytokinproduktion, Zellreifung und -

differenzierung, des Zellzyklus-Arrests und Zelltodes (Srikanth et al. 2017; Ma-

cian 2005). Das Resultat ist eine schwere Beeinträchtigung der Immunabwehr 

und Infekte mit letalem Ausgang meist im ersten Lebensjahr, sofern nicht früh-

zeitig eine Stammzelltransplantation durchgeführt wird. Durch eine gestörte Ne-

gativselektion während der Immunzellreifung werden auch vermehrt auto-
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immune Prozesse beobachtet. Betroffene Patienten leiden zusätzlich häufig an 

Muskelschwäche und ektodermalen Dysplasien wie gestörter Zahnschmelz-

reifung oder Anhydrose. (Lacruz und Feske 2015). 

Störungen im SOCE sind mit Muskelschwäche verbunden. Infolge von Funkti-

onsverlust-Mutationen in STIM1 oder Orai1 kommt es bei Knockout-Mäusen 

und betroffenen Patienten zu einer verringerten Masse quergestreifter Muskula-

tur. Ähnlich wie bei Immunzellen ist auch die Myogenese gestört. Durch die effi-

ziente Speicherung von Ca2+-Ionen im SR ist die Kontraktilität gewährleistet, 

aufgrund des defekten SOCE jedoch der Muskeltonus herabgesetzt und die 

Ermüdung erhöht (Lacruz und Feske 2015; Cho et al. 2017; Wei-Lapierre et al. 

2013). Kommt es hingegen zu einer Daueraktivität von STIM1 oder Orai1, konn-

te eine Myopathie mit tubulären Aggregaten beobachtet werden. (Bohm et al. 

2013; Endo et al. 2015). Die kardiale Muskulatur wird von STIM1 und Orai1 in 

ihrer elektromechanischen Aktivität reguliert. Hierbei ist jedoch fraglich, ob 

STIM1 diese Effekte tatsächlich durch den SOCE steuert (Avila-Medina et al. 

2018; Zhang et al. 2015; Zhao et al. 2015). Die glatte Muskulatur zeigt bislang 

ein sehr heterogenes Bild. Zumindest in einigen Teilen vaskulärer, gastrointes-

tinaler oder genitaler glatter Muskulatur reguliert der SOCE Proliferation, Um-

bau und/oder Kontraktilität der Zellen (Feldman et al. 2017).  

Der SOCE ist ebenfalls an Sekretionsmechanismen von Zellen beteiligt. In 

Epithelzellen der Atemwege bei zystischer Fibrose ist der SOCE pathologisch 

gesteigert, wodurch über die Sekretion des Zytokins Interleukin-8 die Inflamma-

tion in den Atemwegen erhöht wird (Balghi et al. 2011). Der SOCE fördert zu-

dem die Glukose-stimulierte Insulinsekretion in β-Zellen des Pankreas und ist 

im Typ-2-Diabetes gestört (Sabourin et al. 2015; Kono et al. 2018). Störungen 

des SOCE beeinträchtigen die Chlorid-Sekretion und Aktivierung des Ca2+-

aktivierten Chloridkanals Anoctamin1, mit der Folge einer Anhydrose (Con-

cepcion et al. 2016). Darüber hinaus fördert Orai1 die an der Laktation beteilig-

ten Vorgänge (Davis et al. 2015) 

Ca2+-Ionen spielen auch für die Funktion von Thrombozyten eine entscheiden-

de Rolle. STIM1 und Orai1 sind erforderlich für essenzielle Vorgänge in der 
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Thrombozytenaktivierung einschließlich der Aktivierung von Integrin, der 

Degranulierung und der Exposition von Phosphatidylserin (Bergmeier et al. 

2009; Braun et al. 2009; Varga-Szabo et al. 2008). Störungen der STIM1- oder 

Orai1-Expression schränken die Plättchenaggregation deutlich ein und führen 

zu autoimmunbedingter Thrombozytopenie (Galán et al. 2009; Gilio et al. 2010; 

Picard et al. 2009). Gleichzeitig schützt ein Defekt von STIM1 oder Orai1 vor 

der Formation thromboembolischer Ereignisse bei nur milder Prolongation der 

Blutungszeit (Varga-Szabo et al. 2008; Braun et al. 2009). Gain-of-Function-

Mutationen (engl., Funktionsgewinn-Mutationen) von STIM1 im Stormoken-

Syndrom oder York-Thrombozyten-Syndrom führen über erhöhtes basales 

[Ca2+]i zu vorzeitiger Plättchenaktivierung mit Folge einer Thrombozytopenie 

und milder Blutungsneigung. (Singh et al. 2015; Misceo et al. 2014; Markello et 

al. 2015). 

Neuronen gehören zu den erregbaren Zellen, in denen spezifische Ionenkanäle 

für eine schnelle Signaltransduktion sorgen. Daher ging man zunächst davon 

aus, dass hier, im Gegensatz zu den nicht erregbaren Zellen, der SOCE keine 

wesentliche Rolle spielt. Es erwies sich jedoch, dass verschiedene Funktionen 

in Neuronen vom SOCE und seinen Komponenten abhängen (Bollimuntha et al. 

2017). Bereits in der Entwicklungsphase zeigt sich ihre besondere Bedeutung. 

In neuronalen Vorläuferzellen kommt es zur SOCE-abhängigen Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NFAT, welche ihre Genexpression und Proliferation regu-

lieren (Somasundaram et al. 2014). Zusätzlich sind STIM1 und TRPC1 relevan-

te Faktoren bei der axonalen Ausreifung und Steuerung des axonalen Wachs-

tumskegels (Mitchell et al. 2012; Wang und Poo 2005; Shim et al. 2013). Es 

wird vermutet, dass STIM1 und Orai1 in Zusammenspiel mit Synaptopodin die 

neuronale Plastizität steuern (Korkotian et al. 2014; Majewski und Kuznicki 

2015). Ferner inhibiert STIM1 L-Typ spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle über 

einen direkten Mechanismus unabhängig von Orai (Moreno und Vaca 2011; 

Park et al. 2010). Verletzte Nervenzellen sind besonders auf den SOCE ange-

wiesen zur Erhaltung des intrazellulären Ca2+-Haushaltes und zu ihrer Regene-

ration (Gemes et al. 2011). 
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Der SOCE ist erforderlich bei der Fertilisierung von Oozyten. Eine Dysregulati-

on von Orai1 oder STIM1 beeinträchtigt die notwendigen Ca2+-Oszillationen, die 

durch das befruchtende Spermium induziert werden. Folglich wird die Entwick-

lung zu den Blastozyten erheblich gestört (Wang et al. 2012; Lee et al. 2012; 

Machaty et al. 2017).  

Der SOCE fördert das Überleben von Zellen. Die Hemmung des SOCE durch 

2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) induziert in humanen Fibroblasten und 

Neuronen die Apoptose. Defektes Chorein in Fibroblasten und Neuronen von 

ChAc-Patienten führt zu ähnlichen Ergebnissen (Pelzl et al. 2017b; Pelzl et al. 

2017a). Dies trifft auch auf viele Tumorzellen zu (s. 1.4). 

1.4 Speicherabhängiger Kalziumeinstrom in Tumorzellen 

Viele maligne Tumore weisen eine Erhöhung der STIM1- und Orai1-Expression 

sowie einer gesteigerte Aktivität des SOCE auf (Wen et al. 2016; Motiani et al. 

2013; Schmidt et al. 2014a). Manche Tumore wie einige Brustkrebs-Zelllinien, 

das klarzellige Nierenzellkarzinom oder das Ösophagus-Plattenepithelkarzinom 

(engl. „Esophageal squamous cell carcinoma“, ESCC) überexprimieren Orai1, 

aber nicht STIM1 (Yang et al. 2009; Zhu et al. 2014). In einigen Tumoren wie 

dem hepatozellulären Karzinom zeigte sich hingegen eine Überexpression von 

STIM1 bei unveränderter Orai1-Expression (Yang et al. 2013a).  

Der SOCE erweist sich in Tumorzellen als wichtige Voraussetzung für die 

Kennzeichen von Krebs (Fiorio Pla et al. 2016). Die gesteigerte Aktivität des 

SOCE und die erhöhte Expression von Orai und/oder STIM korreliert dabei 

auch direkt mit einem fortgeschritteneren Tumorstadium und einer schlechteren 

Prognose (Zhu et al. 2014; Chen et al. 2011). Zudem konnte eine gesteigerte 

Therapieresistenz beobachtet werden (Kondratska et al. 2014; Schmidt et al. 

2014a). 

Der SOCE fördert die Proliferation. Eine Verringerung von Orai1 und/oder 

STIM1 in Glioblastom- (Liu et al. 2011; Motiani et al. 2013), Melanom- (Umemu-

ra et al. 2014), Rhabdomyosarkom- (Schmid et al. 2016) und ESCC-Zellen (Zhu 

et al. 2014) führte zu einer signifikanten Einschränkung der Zellproliferation mit 

Verlängerung der Verdoppelungszeit. Der Knockdown von STIM1 hält den Zell-
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zyklus von Zervixkarzinom-Zellen in der S- und G2/M-Phase an (Chen et al. 

2011). In vivo führte die Hemmung der Orai1-Expression durch RNA-Interferenz 

zum verlangsamten Wachstum von ESCC in Mäusen (Zhu et al. 2014). Eine 

Überexpression von STIM1 in Zervixkarzinom-Zellen förderte Tumorwachstum, 

lokale Ausbreitung und Angiogenese im Mausmodell (Chen et al. 2011).  

Der SOCE kann das Überleben von Zellen erhöhen (vgl. 1.3.3.5). So führt in 

Adenokarzinomzellen des Pankreas die Behandlung mit den Zytostatika 5-

Fluorouracil oder Gemcitabin zu einer reaktiven Steigerung des SOCE durch 

Erhöhung der Orai1- und STIM1-Expression. Die Hemmung des SOCE erhöhte 

hingegen die Apoptoserate (Kondratska et al. 2014). Auf ähnliche Weise ist die 

Cisplatin-Resistenz beim A2780 Ovarialkarzinom mit einem gesteigertem 

SOCE verbunden (Schmidt et al. 2014a). Die Hemmung der Orai1- oder 

STIM1-Expression zeigte zudem eine gehäufte Apoptose in Glioblastomzellen 

(Liu et al. 2011). Die antiapoptotische Wirkung des SOCE gilt allerdings nicht 

uneingeschränkt, in Prostatakarzinom-Zellen wurde beispielsweise der gegen-

teilige Effekt beobachtet. Dort führte Orai1 zu einer gesteigerten Apoptoserate 

und höherer Anfälligkeit gegenüber Cisplatin oder Oxaliplatin (Flourakis et al. 

2010). 

Der SOCE fördert darüber hinaus die Fähigkeit zur Invasion und Migration und 

damit das invasive Wachstum und die Metastasierung von Tumorzellen. Die 

verminderte Expression von Orai1 oder STIM1 sowie die pharmakologische 

Blockade des SOCE inhibierte die Invasion und Migration von Zelllinien des 

humanen Glioblastoms (Motiani et al. 2013), hepatozellulären Karzinoms (Yang 

et al. 2013a), Kolonkarzinoms (Sobradillo et al. 2014), Rhabdomyosarkoms 

(Schmid et al. 2016), Melanoms (Stanisz et al. 2014) und ESCC (Zhu et al. 

2014). In vivo reduzierte die Blockade des SOCE die Metastasierung der Zellen 

des Brustkrebs- und Zervixkarzinoms und des Malignen Melanoms im Maus-

modell (Yang et al. 2009; Umemura et al. 2014; Chen et al. 2011). Die Inhibition 

des SOCE verminderte die Dynamik fokaler Adhäsionen, welche für die Zell-

migration erforderlich ist (Webb et al. 2002; Yang et al. 2009; Yang et al. 2013a; 

Chen et al. 2011). In ESCC-Zellen war die Störung der Invasions- und Migrati-

onsfähigkeit Folge einer Verminderung der migrationsfördernden Proteine Vi-
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mentin und Rac1 (engl. „Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1“) sowie 

Hochregulation des Zelladhäsionsrezeptors E-Cadherin (Jeanes et al. 2008; 

Margiotta et al. 2017; Zhu et al. 2014). 

Der SOCE beteiligt sich zudem an Mechanismen der Angioneogenese. STIM1 

stimuliert die Angiogenese beim Zervixkarzinom und erhöht die Produktion des 

Vaskulären Endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF, engl. „Vascular Endotheli-

al Growth Factor“) (Chen et al. 2011). Interessanterweise fördern Orai1 und 

STIM1 auch in endothelialen Zellen selbst die Angiogenese und sind in en-

dothelialen Progenitorzellen von Nierenzellkarzinom-Patienten erhöht (Li et al. 

2011b; Lodola et al. 2012). 

1.5 Serum- und Glukokortikoid-regulierte Kinase 1 (SGK1) 

Die Serum- und Glukokortikoid-regulierte Kinase 1 (SGK1) ist eine Se-

rin/Threonin Proteinkinase, die die Expression von STIM1 und Orai1 stimuliert. 

Sie hat eine Größe von 49 kDa und ähnelt in ihrer katalytischen Domäne zu 45 

- 55 % weiteren Kinasen wie der Proteinkinase B (PKB, auch Akt), Proteinkina-

se C, Ribosomale S6-Kinase und Cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP)-

abhängige Proteinkinase (Kobayashi et al. 1999; Waldegger et al. 1997; Webs-

ter et al. 1993). Die SGK1 wird in allen getesteten humanen Zellen exprimiert 

(Lang et al. 2006; Waldegger et al. 1997). Darüber hinaus existieren zwei weite-

re Isoformen (SGK2 und SGK3), deren katalytische Domäne zu 80 % überein-

stimmt (Kobayashi et al. 1999).  

Die SGK-Subfamilie wurde erstmals in Brustkrebszellen der Ratte entdeckt. 

Nach Zugabe von Serum oder eines Glukokortikoids wurde sie vermehrt expri-

miert, wonach sie benannt wurde (Webster et al. 1993). In humanen Zellen rea-

gierte die SGK1 zudem auf Veränderungen des Zellvolumens (Waldegger et al. 

1997; Lang et al. 2006).  

SGK1-Knockout-Mäuse weisen keine schweren Phänotypen auf. Somit ist da-

von auszugehen, dass SGK1 nicht absolut essenziell ist bzw. ihre Funktion 

durch ihre Isoformen sowie der PKB zumindest teilweise kompensiert werden 

kann. Zahlreiche zellphysiologische Untersuchungen zeigen, dass die SGK1 
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dennoch an einem breiten Spektrum zellulärer Funktionen beteiligt ist (Wulff et 

al. 2002; Lang et al. 2006).  

Die SGK1 reagiert auf zahlreiche Hormone, Mediatoren und Veränderungen 

des Zellzustandes. Der Einfluss auf die Kinase erfolgt auf den Ebenen der 

Transkription, der Aktivierung (Phosphorylierung) und des Abbaus (Lang et al. 

2006).  

Zu den Hormonen und Zytokinen, die die SGK1 stimulieren, gehören die Gluko-

kortikoide (Webster et al. 1993), Mineralokortikoide (Bhargava et al. 2001), Go-

nadotropine (Gonzalez-Robayna et al. 2000), 1,25-Dihydroxivitamin D3 (Akutsu 

et al. 2001), Transformierender Wachstumsfaktor-β (engl. „transforming growth 

factor-β“, TGF-β) (Waldegger et al. 1999), Interleukin-6 (Meng et al. 2005), fib-

roblastäre und thrombozytäre Wachstumsfaktoren (Mizuno und Nishida 2001), 

Thrombin (BelAiba et al. 2006), Endothelin (Wolf et al. 2006) und weitere (Lang 

et al. 2006). Sie stimulieren die SGK1 auf der Transkriptionsebene. Die Tran-

skription wird außerdem durch die Erhöhung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration und bei Schädigung der Zelle stimuliert. So konnte bei Ischämien 

(Nishida et al. 2004; Feng et al. 2006), mechanischer Läsion und Wundheilung 

(Iyer et al. 1999) sowie fibrosierenden Prozessen (Fillon et al. 2002; Klingel et 

al. 2000; Terada et al. 2008; Vallon et al. 2006) eine deutlich erhöhte SGK1-

Menge nachgewiesen werden (Lang et al. 2006; Klingel et al. 2000). Darüber 

hinaus kommt es bei Belastung der Zelle durch UV-Bestrahlung, oxidativem 

Stress oder Hitzeschock zu einer reaktiven Überexpression der SGK1, welche 

die Zellen vor dem stressinduzierten Zelltod schützt (Leong et al. 2003).  

Der Abbau der SGK1 erfolgt durch Ubiquitinylierung und folglicher proteasoma-

ler Degradierung. Die verantwortliche Ubiquitinligase Nedd4-2 (engl. „neural 

precursor cell expressed developmentally down-regulated (gene) 4-2“) wird un-

ter anderem durch die SGK1 selbst gesteuert, sodass ein negativer Feedback-

Mechanismus entsteht (Lang et al. 2006; Zhou und Snyder 2005; Brickley et al. 

2002). 

Die Aktivierung der SGK1 erfolgt durch Phosphorylierung. Der bekannteste Me-

chanismus ist die Phosphorylierung an den Stellen Thr256 und Ser422. Diese 
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erfolgt durch die 3-Phosphoinositid-abhängige Kinase-1 (engl. „3-

Phosphoinositide-dependent protein kinase-1“, PDK1) und PDK2 respektive 

dem mTOR Komplex 2 (mTORC2; mTOR: engl. „mechanistic (mammalian) 

Target of Rapamycin“) und macht die SGK1 somit zu einem Zielprotein des 

PI3K-Signalweges (García-Martínez und Alessi 2008; Park et al. 1999; Di Cris-

tofano 2017; Kobayashi und Cohen 1999). Abhängig vom Auslöser transloziert 

SGK1 nach Aktivierung in den Nucleus oder verbleibt im Zytosol (Brunet et al. 

2001; Lang et al. 2006).  

Die SGK1 steuert eine Vielzahl an Ionenkanälen, Transportern, Pumpen, Tran-

skriptionsfaktoren und die Aktivität von Enzymen sowie Zellvolumen,  

-proliferation und Apoptose. Dabei vermittelt sie ihre Effekte durch direkte Bin-

dung oder über weitere nachgeschaltete Proteine. Durch das weite Spektrum 

beeinflusst sie verschiedenste physiologische Vorgänge wie den Metabolismus 

sowie das renale, gastrointestinale, kardiovaskuläre, bronchopulmonale, neu-

romuskuläre und sensorische System (Lang et al. 2006; Fillon et al. 2001; Lang 

et al. 2005; Lang et al. 2003). 

In Tumorzellen konnte eine onkogene Wirkung der SGK1 gezeigt werden. Sie 

ist insbesondere im fortgeschrittenen Stadium einiger Tumorzellen deutlich er-

höht, beispielsweise im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (Abbruzzese et al. 

2012), Glioblastom (Talarico et al. 2016b), Mamma- (Zhang et al. 2005a), Pros-

tata- (Isikbay et al. 2014), hepatozellulärem (Chung et al. 2002) oder kolorekta-

lem Karzinom (Liang et al. 2017). Die Hochregulierung der SGK1 fördert das 

Überleben und die Proliferation der Zellen sowie die epitheliale Entdifferenzie-

rung und Migration (Amato et al. 2009; Liang et al. 2017; Lang und Stournaras 

2013). Sie vermindert die Sensibilität gegenüber oxidativem Stress und ist be-

teiligt an Resistenzmechanismen gegenüber Krebstherapien (Talarico et al. 

2016b; Conza et al. 2017; Talarico et al. 2016a). So senkt die SGK1 beispiels-

weise in Glioblastomzellen die Strahlensensibilität (Talarico et al. 2016b). In 

Nierenkarzinomzellen ist sie für die Interleukin-2-vermittelte Doxorubicin-

Resistenz erforderlich (Amato et al. 2007). Zudem hemmt sie die 5-Fluoruracil-

induzierte Apoptose in Zellen des kolorektalen Karzinoms (Liang et al. 2017). In 

MCF-7 (engl. „Michigan Cancer Foundation - 7“) Brustkrebszellen erhöhte die 
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Inhibition von SGK1 die funktionale Membran-Androgenrezeptor (mAR)-

getriggerte Apoptose (Liu et al. 2015). Auch in nicht-tumoralem Gewebe hat die 

SGK1 eine überlebensfördernde Funktion und wird bei Ischämien in Gehirn 

oder Nieren reaktiv vermehrt gebildet (Nishida et al. 2004). Bei renaler Ischämie 

wirkt sie nephroprotektiv durch die Aktivierung der Autophagie als Repara-

turmechanismus (Xie et al. 2018). SGK1 fördert die Resistenz gegenüber äuße-

rer Einflüsse wie UV-Strahlung, oxidativem Stress und Überwärmung (Leong et 

al. 2003). Die antiapoptotische Wirkung der SGK1 erfolgt über zahlreiche Me-

chanismen, darunter die Beeinflussung der Transkriptionsfaktoren Forkhead-

Box-Protein O3 (Foxo3a) und p53. Darüber hinaus aktiviert sie den Nukleären 

Faktor kappa B (engl. „Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated 

B-cells“, NFκB) (Liu et al. 2017; Endo et al. 2011; Zhang et al. 2005a; Lang et 

al. 2010).  

1.5.1 Nukleärer Faktor kappa B (NFκB) 

NFκB ist eine Familie homo- und heterodimerer Transkriptionsfaktoren, zu wel-

cher fünf Proteine gehören: p65/RelA, RelB, cRel, p50/p105 (NFκB1) und 

p52/p100 (NFκB2) (Hayden und Ghosh 2004). Ihnen ist die N-terminale Rel-

Homologie-Domäne gemein, die für die Dimerisierung verantwortlich ist (Hay-

den und Ghosh 2008). Die am häufigsten anzutreffende Form ist das p50/65 

Heterodimer (Siebenlist et al. 1994). Im Ruhezustand liegen die NFκB-Dimere 

an Inhibitoren von NFκB (IκB) gebunden im Zytosol vor. Die IκB verhindern die 

Translokation in den Zellkern bzw. die Bindung an Desoxyribonukleinsäure 

(DNA) (Huxford et al. 1998). Klassischerweise erfolgt die Aktivierung durch 

Phosphorylierung der IκB-Proteine durch die IκB-Kinase (IKK), welche die 

Ubiquitinylierung der IκB und den Abbau durch Proteasome zur Folge hat. Folg-

lich wird die Translokation von NFκB in den Zellkern ermöglicht, wo sie die 

Transkription von Zielgenen aktiviert (Oeckinghaus und Ghosh 2009). Durch 

reaktive Transkription und Stabilisierung von IκBα wird ein negativer Feed-

backmechanismus sichergestellt (Place et al. 2001; Hoffmann et al. 2002).  

NFκB steuert eine immer länger werdende Liste an Genen, die vitale zelluläre 

Funktionen wie die Immunantwort, inflammatorische Prozesse, Apoptose, 
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Proliferation, das Zellwachstum und Überleben steuert (Mitchell et al. 2016; 

Pahl 1999; Oeckinghaus und Ghosh 2009).  

Die SGK1 aktiviert NFκB mittels direkter und indirekter Phosphorylierung von 

IKKα/β und IκBα (Borst et al. 2012; Leroy et al. 2009). Ein Mechanismus ist die 

Phosphorylierung von IKKβ an der Stelle Ser-177/181 (Zhang et al. 2005a). Zu-

sätzlich kann SGK1 auch IKKα direkt an Thr-23 und indirekt an Ser-180 phos-

phorylieren. Darüber hinaus erhöht sie die Acetylierung von NFκB, welche 

ebenfalls die Aktivierung zur Folge hat (Tai et al. 2009). 

1.5.2 Steuerung des speicherabhängigen Kalziumeinstroms 

SGK1 beeinflusst den SOCE. Dauerhaft aktive SGK1 fördert den SOCE durch 

vermehrte Transkription von Orai1 und STIM1, während sie in sgk1(-/-) Knock-

out-Mäusen und nach Behandlung mit dem SGK1-Inhibitor GSK650394 ver-

mindert ausfällt (Borst et al. 2012; Eylenstein et al. 2012; Eylenstein et al. 

2011). NFκB ist hieran maßgeblich beteiligt. So wurden die positiven Effekte 

von SGK1 auf den SOCE durch den NFκB-Inhibitor Wogonin oder den IKK-

Inhibitor BMS-345541 verhindert. Eine Überexpression der NFκB-Dimere 

p65/p50 oder p65/p52 alleine führte hingegen zur Erhöhung der Orai1- und 

STIM1-Transkripte sowie des SOCE und imitierte damit die durch SGK1 indu-

zierte Wirkung (Eylenstein et al. 2012; Borst et al. 2012). Zusätzlich verhindert 

die SGK1 die Ubiquitinylierung und Abbau von Orai1 durch eine negative Regu-

lation der Ubiquitinligase Nedd4-2 (Eylenstein et al. 2011).  
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss von Chorein auf den speicherabhängigen 

Kalziumeinstrom (SOCE) in Krebszellen zu untersuchen.  

Es war bekannt, dass Chorein für Tumorzellen eine wichtige Rolle spielt: Das 

Fehlen von Chorein kann das Überleben von Tumorzellen verringern und beein-

trächtigt damit eine der grundlegenden Vorrausetzungen für Krebszellen (Ho-

nisch et al. 2015a; Föller et al. 2012). Hierbei beeinflusst Chorein die Proteine 

PI3K, BCL-2 und Bax. Über die PI3K reguliert Chorein zudem das Zytoskelett 

(vgl. Abschnitt 1.1.2). Wir postulierten, dass Chorein, möglicherweise ebenfalls 

durch die PI3K, auf weitere Krebs-assoziierte Funktionen Einfluss nimmt. 

Für die Entwicklung von Krebszellen ist die Veränderung grundlegender Zell-

prozesse erforderlich. Unter ihnen ist der SOCE, ein wichtiger Bestandteil des 

fein regulierten intrazellulären Ca2+-Haushaltes, der das Überleben, die Prolife-

ration, Invasion, Migration und Angiogenese von Tumorzellen fördern kann. Die 

Hauptbestandteile des SOCE sind das Ca2+-Sensorprotein Stromales Interakti-

onsmolekül (STIM) und das Ca2+-Kanalprotein Orai1. Eine Beeinträchtigung 

dieser Proteine kann die Tumor-assoziierten Funktionen substanziell beeinflus-

sen.  

Ein bekannter Regulator von STIM1 und Orai1 ist die Serum- und Glukokor-

tikoid-regulierte Kinase 1 (SGK1). SGK1 ist ein Zielprotein des PI3K-

Signalweges. Sie stimuliert über den nukleären Faktor kappa B (NFκB) die Ex-

pression von STIM1 und Orai1. Wir stellten daher die Hypothese auf, dass Cho-

rein, ein Aktivator der PI3K, einen Einfluss auf SGK1 und den SOCE ausüben 

könnte.  

Die Expression und der Stellenwert von Chorein ist in verschiedenen Tumorzell-

linien unterschiedlich, sodass ein geeignetes Zellmodell gewählt werden muss-

te. Verglichen zu anderen untersuchten Tumorzellen weist die ZF-

Rhabdomyosarkom-Zelllinie eine gesteigerte Chorein-Expression auf (Honisch 

et al. 2015a; Yu et al. 2016). Sie ist in besonders hohem Maße auf Chorein an-

gewiesen, da eine Verminderung von Chorein die Apoptoserate dieser Zellen 

deutlich erhöht (Honisch et al. 2015a). Zusätzlich konnte bereits in anderen 
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Rhabdomyosarkom-Zelllinien (embryonale RD- und alveoläre RH30-Zellen) die 

Notwendigkeit des SOCE für die Migration, Invasion und Proliferation gezeigt 

werden (Schmid et al. 2016). Daher bot das ZF-Rhabdomyosarkom gute Vo-

raussetzungen, um einen Einfluss von Chorein auf den SOCE zu untersuchen. 

Die Effekte von Chorein wurden, wie in den vergangenen Studien des Physio-

logischen Institutes unter Prof. Dr. Florian Lang (Honisch et al. 2015a; Alesutan 

et al. 2013; Föller et al. 2012; Honisch et al. 2015c; Schmidt et al. 2013), durch 

den Knockdown von Chorein mittels Ribonukleinsäure (RNA)-Interferenz unter-

sucht. Der SOCE wurde anhand der Veränderung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration ([Ca2+]i) fluoreszenzmikroskopisch gemessen.  

Zunächst sollte überprüft werden, ob der Knockdown von Chorein einen Effekt 

auf die Funktion des SOCE sowie die Proteine STIM1 und Orai1 hat. Anschlie-

ßend wurde eruiert, ob Chorein die SGK1 und NFκB beeinflusst. Dabei sollte 

auch der funktionelle Zusammenhang zwischen den potenziellen Signalprotei-

nen und dem SOCE dargestellt werden.  
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Tab. 4: erworbene Reagenzien.  

Bezeichnung Hersteller 

2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Amersham™ ECL™ Prime Western 
Blotting Detection Reagent 

GE Healthcare, Chalfont St Giles, 
Großbritannien 

Ammoniumpersulfat (APS) PanReac AppliChem, Darmstadt, 
Deutschland 

Calciumchlorid-Dihydrat Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

cOmplete ULTRA Tablets, Mini, 
EDTA-free EASYpack Protease In-
hibitor Cocktail 

Roche, Basel, Schweiz 

DRAQ5™ Biostatus, Shepshed, Großbritannien 

Dulbecco‘s Modified Eagle‘s Medium 
(DMEM) high glucose 

Gibco, Carlsbad, USA 

Dulbecco‘s Phosphate Buffered Sa-
line (PBS) 

Gibco, Carlsbad, USA 

EMD638683  Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N, 
N, N′, N′-tetraessigsäure (EGTA) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Fetales Kälberserum (FBS, engl. „Fe-
tal Bovine Serum“) 

Gibco, Carlsbad, USA 

Fura-2/AM Invitrogen, Göttingen, Deutschland 

Glucose Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

GoScript™ Reverse Transcriptase Promega, Mannheim, Deutschland 

GoTaq® Sybr Green Master Mix Promega, Mannheim, Deutschland 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES)  

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Kaliumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Magnesiumsulfat-Heptahydrat Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Methanol VWR International, Fontenay-sous-
Bois, Frankreich 

Natriumchlorid VWR International, Leuven, Belgien 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Natronlauge Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Nuclease-Free Water (Nuklease-
freies Wasser) 

Promega, Mannheim, Deutschland 

Paraformaldehyd Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Penicillin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

peqGOLD Protein Marker VI Peqlab, Erlangen, Deutschland 

peqGOLD TriFast™ Peqlab, Erlangen, Deutschland 

PhosSTOP™ Roche, Basel, Schweiz 

Protein Assay Dye Reagent Concen-
trate 

Bio-Rad, Hercules, USA 

Rinderserumalbumin (BSA, Bovines 
Serumalbumin) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Radioimmunoprezipitationsassay 
(RIPA) Lysepuffer 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 

Roti®-Free Stripping-Puffer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Roti®-Load 1 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid 
30 %) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Salzsäure 1N Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Silikon Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

siPORT™ Amine Transfection Agent Ambion, Darmstadt, Deutschland 

Streptomycin Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Thapsigargin Invitrogen, Göttingen, Deutschland 

Trichlormethan/Chloroform Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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(TRIS) 

Triton X-100 SERVA, Heidelberg, Deutschland 

Trypanblau  Gibco, Carlsbad, USA 

Trypsin-EDTA Gibco, Carlsbad, USA 

Tween® 20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Wogonin  Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

 

2.1.2 Oligonukleotide 

Tab. 5: small interfering RNA (siRNA). 

Bezeichnung Hersteller 

Silencer™ Select Negative Control 
No. 1 siRNA #4390843 

Ambion, Darmstadt, Deutschland 

VPS13A Human Silencer® Select 
siRNA #s23342 

Ambion, Darmstadt, Deutschland 

 

Tab. 6: verwendete Primer für die Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR). fw = 

vorwärts (forward), rev = rückwärts (reversed). 

Bezeichnung Sequenz (5′ → 3′) 

VPS13A fw AGTTCTCATCTTCTGGCTTCAG 

VPS13A rev AGTGGGACGACGTCTGTACAC 

SGK1 fw AGATTCACAGGGACACATTGTCC 

SGK1 rev TCGTACATTTCAGCTGTGTTTCG 

ORAI1 fw AGCCTCAACGAGCACTCCAT 

ORAI1 rev CTGATCATGAGCGCAAACAGG 

NFκB1 fw GCCCGAAACGCCGAATAT 

NFκB1 rev CCGTGGTTCGTGGCTCTC 

GAPDH fw TGAGTACGTCGTGGAGTCCACTG 

GAPDH rev GGTGCTAAGCAGTTGGTGGTG 
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2.1.3 Antikörper 

Tab. 7: verwendete Antikörper. HRP = Meerettichperoxidase. 

Antigen Herkunft Produkt Nr. Hersteller 

Orai1 (D90B10) 
(Mensch, Maus, Ratte, 
Affe) 

Kaninchen #3280 Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, USA 

GAPDH (D16H11) 
(Mensch, Maus, Ratte, 
Affe) 

Kaninchen #5174S Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, USA 

IgG (Kaninchen)  Ziege 18772, CF™ 
488A-
gekoppelt 

Sigma Aldrich, St. Lou-
is, USA 

IgG (Kaninchen)  Ziege #7074, HRP-
gekoppelt 

Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, USA 
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2.1.4 hergestellte Reagenzien 

Tab. 8: Laufpuffer für die Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
(SDS-PAGE), 10-fach konzentriert. Vor der 

Anwendung wurde die Lösung 1:10 verdünnt. 

Bezeichnung Menge 

Glycin 144 g 

TRIS 30,2 g 

SDS 10 g 

ddH2O Auffüllen auf 1 l 

  

Tab. 9: Transferpuffer für Western Blot, 

10-fach konzentriert. Vor der Anwendung 

wurden 100 ml mit 200 ml Methanol ver-

mischt und auf 1 l aufgefüllt.  

Bezeichnung Menge 

Glycin 173 g 

TRIS 21 g 

ddH2O Auffüllen auf 1 l 
 

Tab. 10: Tris-Cl für Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gele, 1,5 M. 

Bezeichnung Menge 

TRIS 181,65 g 

ddH2O Endvolumen 1 l 

Salzsäure  auf pH 8,8 

  

Tab. 11: Tris-Cl für Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gele, 1,0 M. 

Bezeichnung Menge 

TRIS 121,1 g 

ddH2O Endvolumen 1 l 

Salzsäure  auf pH 6,8 

  

Tab. 12: Herstellung des Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamid-Trenngels (10 %) 

nach Sambrook et al. 1989 

Bezeichnung Menge 

H2O  7,9 ml 

Acrylamid 30 %  6,7 ml 

Tris 1,5 M (pH 8,8)  5,0 ml 

SDS 10 %  0,2 ml 

Ammoniumpersulfat 
10 % 

 0,2 ml 

TEMED  0,008 ml 

  

Tab. 13: Herstellung des Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamid-Sammelgels (5 %) 

nach Sambrook et al. 1989 

Bezeichnung Menge 

H2O  3,4 ml 

Acrylamid 30 %  0,83 ml 

Tris 1,0 M (pH 6,8)  0,63 ml 

SDS 10 %  0,05 ml 

Ammoniumpersulfat 
10 % 

 0,05 ml 

TEMED  0,005 ml 
 

Tab. 14: Ringerlösung.  

Bezeichnung Menge 

NaCl  125 mM 

Tab. 15: Kalzium-freie Ringerlösung.  

Bezeichnung Menge 

NaCl 125 mM 
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KCl  5 mM 

MgSO4 * 7 H2O  1,2 mM 

HEPES   32,2 mM 

Na2HPO4 * 2 H2O  2 mM 

Glucose  5 mM 

CaCl2 * 2 H2O  2 mM 

NaOH  auf pH 7,4 

  

KCl 5 mM 

MgSO4 * 7 H2O 1,2 mM 

HEPES  32,2 mM 

Na2HPO4 * 2 H2O 2 mM 

Glucose 5 mM 

EGTA 0,5 mM 

NaOH auf pH 7,4 
 

Tab. 16: Waschpuffer für Tris-gepufferte 
Kochsalzlösung (TBS), 10-fach konzen-
triert. Vor der Anwendung wurde die Lösung 

1:10 verdünnt und 1 ml Tween 20 hinzuge-

fügt. 

Bezeichnung Menge 

Natriumchlorid 87,7 g 

TRIS 24,3 g 

ddH2O Endvolumen 1 l 

Salzsäure  auf pH 7,6 
 

 

 

2.1.5 Verbrauchsmaterial 

Tab. 17: verwendetes Verbrauchsmaterial. 

Bezeichnung Hersteller 

Amersham Hyperfilm™ ECL 18x24 
cm 

GE Healthcare, Chalfont St Giles, 
Großbritannien 

ROTILABO® Blottingpapier Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Deckgläser VWR, Darmstadt, Deutschland 

Falcon® konische Zentrifugenröhr-
chen 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, 
USA 

Falcon® Multiwell-Zellkulturplatten Becton Dickinson, Franklin Lakes, 
USA 

Halb-Mikro-Küvette Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Low Profile 96-Well-Platte Peqlab, Erlangen, Deutschland 
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Bezeichnung Hersteller 

Mikroliterpipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

PVDF Transfer Membran 0,45 µM Thermo Scientific, Rockford, USA 

RT-PCR Folie Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Röntgenkassette Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Roti®-NC 0,2 µM Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Serologische Pipetten VWR, Darmstadt, Deutschland 

UVette® Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zellkulturflaschen T75 TPP, Trasadingen, Schweiz 

 

2.1.6 Geräte 

Tab. 18: verwendete Geräte und Zubehör. 

Bezeichnung Hersteller 

Biophotometer plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Basic pH Meter PB-11 Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Centrifuge 5417 C Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

iCycler iQ™ Real-Time PCR Detec-
tion System 

Bio-Rad, Hercules, USA 

Axiovert 100 Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

FACSCalibur Becton Dickinson, Franklin Lakes, 
USA 

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad, Hercules, USA 

Fluar 40/1.30 Öl Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Heraeus™ Labofuge™ 200  Thermo Scientific, Rockford, USA 

Inkubationsschüttler Swip TH25 Edmund Bühler, Bodelshausen, 
Deutschland 

LSM 5 Exciter Laserscan-Mikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland 

Magnetrührer R1000 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Bezeichnung Hersteller 

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Elec-
trophoresis Cell 

Bio-Rad, Hercules, USA 

Mini Trans-Blot® Module Bio-Rad, Hercules, USA 

Mini-Zentrifuge  neoLab, Heidelberg, Deutschland 

PIPETBOY pro Integra Biosciences, Biebertal, 
Deutschland 

PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad, Hercules, USA 

Präzisionswaage EW Kern & Sohn, Balingen, Deutschland 

PTC-100 Peltier Thermal Cycler MJ Research, Waltham, USA 

Rotina 38R Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

Rotina 420R Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

Thermal Printer DPU-414 Seiko Instuments, Mainz, Deutsch-
land 

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA 

 

2.1.7 Zelllinie 

Die ZF-Zelllinie ist eine humane alveoläre Rhabdomyosarkom-Zelllinie, die in 

der Universitätsklinik für Kinder- und Jugendmedizin Tübingen charakterisiert 

und etabliert wurde. Die Zellen stammen aus dem Primärtumor in der Wade 

einer siebenjährigen Patientin (siehe auch 1.2.3). In der Genanalyse zeigte sich 

eine t(1;13) Chromosomentranslokation und die Expression des Fusionspro-

teins Paired Box 7 (PAX7) / Forkhead Box O1 (Foxo1) (Zaborski 2019). 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

Die ZF-Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 in einem Nährmedium kultiviert, 

welches sich aus Dulbecco‘s Modified Eagle‘s Medium (DMEM) high glucose 

mit 10 % fetalem Kälberserum (FBS) und 1 % Penicillin/Streptomycin zusam-

mensetzte. Die Zellen sind adhärent und wurden, wenn eine Zellsuspension 

nötig war, mittels Trypsins (37°C, 5 min) von der Gefäßwand gelöst. Trypsin 
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wurde durch die Zugabe des Nährmediums inaktiviert. Die Zellen wurden etwa 

alle 3 Tage, bei einer Konfluenz von ca. 90 %, 1:10 verdünnt und neu ausgesät. 

Für die Quantifizierung der Zellen wurden Zellsuspensionen mit Trypanblau ge-

färbt und in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Für die weitere Behand-

lung wurden je 300 000 Zellen pro Well in 6-Well-Platten ausgesät und für 24 

Stunden kultiviert, um eine adäquate Adhärenz zu gewährleisten. 

2.2.2 Behandlung der Zellen 

2.2.2.1 Gen-Knockdown 

Zur Hemmung der Biosynthese von Chorein erfolgte der Gen-Knockdown (auch 

engl. „Silencing“) mittels RNA-Interferenz. Hierbei werden die ZF-Zellen mit Oli-

gonukleotiden, sogenannter kleiner interferierender Ribonukleinsäure (engl. 

„small interfering RNA“, siRNA), transfiziert. Die Sequenz der siRNA ist kom-

plementär zur Messenger-RNA (mRNA) des Gens VPS13A, sodass sie an die-

se bindet. Es kommt zur Aktivierung eines RNA-induzierten Knockdown-

Komplex (engl. „RNA induced silencing complex“, RISC), der die mRNA an dem 

gebundenen Abschnitt schneidet. Die mRNA-Fragmente werden anschließend 

weiter abgebaut und die Translation verhindert. Dieser Vorgang ist epigenetisch 

und verändert nicht das Genom (Agrawal et al. 2003).  

Als spezifische siRNA kam Silencer Select VPS13A siRNA zum Einsatz. Die 

siRNA wurde mit Hilfe eines Polyamin-basierten Transfektionsverfahrens (si-

PORT Amine Transfection Agent) eingebracht (Ambion 2009). Polyamine und 

siRNA bilden Komplexe, die von der Zelle endozytotisch aufgenommen und 

nach Endosomolyse in das Zytosol freigesetzt werden (Wu et al. 2012). Zur 

Negativkontrolle wurden weitere Zellen auf die gleiche Weise behandelt, jedoch 

mit nontargeting siRNA (Silencer Select Negative Control No. 1) transfiziert.  

Die Zellen wurden 24 Stunden vor Behandlung in 6-Well-Platten ausgesät (sie-

he 2.2.1). Entsprechend des Protokolls des Herstellers wurden pro Well 6 µl 

siPORT Amine Reagenz in 94 µl Opti-Mem Medium verdünnt. Anschließend 

wurden 10 μl siRNA zugegeben, um die finale siRNA-Konzentration von 5 nM 

zu erreichen. Die Mischung wurde für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 
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und den Zellen vorsichtig zugegeben. Die Effektivität des Gen-Knockdowns 

wurde mittels RT-PCR überprüft (siehe 2.2.3.3). 

2.2.2.2 Inkubation mit Inhibitoren 

Der SOCE ist ein komplexer Vorgang, der vielfältigen Kontrollmechanismen 

unterliegt. Um die Bedeutung verschiedener Proteine für die Funktion des 

SOCE zu ermitteln, wurde die Funktion der jeweiligen Proteine gehemmt. Hier-

zu wurden ZF-Zellen mit spezifischen Inhibitoren inkubiert und im Anschluss der 

SOCE gemessen. Die Eigenschaften der behandelten ZF-Zellen konnten dann 

mit einer unbehandelten Kontrollgruppe verglichen werden.  

Der Einfluss von Orai1 auf den SOCE wurde mit 2-Aminoethoxydiphenylborat 

(2-APB) untersucht. 2-APB wirkt bei einer Konzentration von 50 µM inhibierend 

auf Orai1 Kanäle und ist hierdurch ein starker Inhibitor des SOCE (Wei et al. 

2016). 2-APB wurde unmittelbar während der Messung zu den Zellen gegeben 

(siehe auch 2.2.7). 

Für die Untersuchung des Einflusses von SGK1 auf den SOCE wurden die Zel-

len mit dem hochselektiven SGK1-Blocker EMD638683 (IC50 = 3 µM) vorbe-

handelt (Ackermann et al. 2011; Towhid et al. 2013). Hierzu wurden dem Medi-

um EMD638683 in einer Konzentration von 50 µM beigefügt (Schmidt et al. 

2014b) und die Zellen 10 Stunden inkubiert (37 °C, 5 % CO2). 

Ebenfalls wurde der Einfluss von NFκB auf den SOCE untersucht. Die Zellen 

wurden dazu 24 Stunden vor der Messung mit 50 µM Wogonin behandelt 

(37 °C, 5 % CO2). Wogonin blockiert die Aktivierung von NFκB (IC50 = 39 µM) 

(Lee et al. 2006; Li et al. 2009). 

2.2.3 Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion nach reverser Transkription (RT-

PCR)  

Um die Expression von Genen von zu bestimmen, wurde die Menge der mRNA 

durch die Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (engl. „real-time polymerase chain 

reaction“, RT-PCR) ermittelt. Dafür muss zunächst mit Hilfe einer reversen 

Transkriptase aus RNA eine komplementäre cDNA hergestellt werden. Daher 
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fasst man die Methode als engl. „reverse transcription PCR“ (RT-PCR) zusam-

men (Bustin et al. 2009).  

Untersucht wurden die mRNA von VPS13A, Orai1, SGK1, NFκB und Glyzeri-

naldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). GAPDH diente als Referenz 

als sogenanntes Haushaltsgen (Mori et al. 2008). Um einen Einfluss durch en-

zymatischen Abbau der RNA zu verhindern, wurden sämtliche Arbeitsschritte 

mit sterilen, RNAse-freien Materialien durchgeführt.  

2.2.3.1 Isolation der Ribonukleinsäure (RNA) 

Zur Extraktion der RNA wurden die ZF-Zellen wurden zunächst lysiert. Dies er-

folgte durch peqGOLD TriFast, einem Lysepuffer auf Basis von Phenol und Gu-

anidininisothiozyanat, das die Isolation von RNA, DNA und Proteinen ermöglicht 

(Peqlab 2012). Gemäß des Protokolls des Herstellers wurden die Zellen zwei 

Mal mit Phosphat-gepufferter Salzlösung (engl. „Phosphate Buffered Saline“, 

PBS) gewaschen (37 °C). Sodann erfolgte die Lysierung in 1 ml TriFast über 5 

min bei Raumtemperatur (RT) und Überführung in ein Reaktionsgefäß. Nach 

Zugabe von 400 µl Chloroform wurden die Proben gut durchmischt und für 3 

min inkubiert. Anschließend erfolgte die Zentrifugation bei 12 000 g (4 °C), um 

eine Phasentrennung zu erreichen: Die obere, klare Phase enthielt die RNA 

und wurde in neue Reaktionsgefäße überführt. Zur Fällung der gelösten RNA 

wurden die Proben mit Isopronanol im Verhältnis 1:1 aufgefüllt und für 10 min 

inkubiert (RT). Nach erneuter Zentrifugation (15 min, 12 000 g, 4 °C) und Ver-

werfen des Überstandes wurden die Zellen in Ethanol (70 %, 4 °C) gewaschen 

und nochmals zentrifugiert (5 min, 7 500 g, 4 °C). Das RNA-Pellet wurde bei RT 

luftgetrocknet und anschließend in 30 µl Nuklease-freiem Wasser (15 min, 

55 °C) gelöst.  

Die Konzentration der Lösung wurde photometrisch bestimmt. Dazu wurden in 

einer Halb-Mikro-Küvette je 2 µl Lösung mit Nuklease-freiem Wasser auf 100 µl 

verdünnt und im Photometer gegen eine RNA-freie Probe gemessen. Die Lage-

rung der RNA erfolgte bei -80 °C. 



  2 Material und Methoden 

54 

2.2.3.2 Synthese der komplementären DNA (cDNA) 

Die für die RT-PCR benötigte komplementäre DNA (engl. „complementary 

DNA“, cDNA) wurde aus jeweils 2 µg RNA mittels einer reversen Transkriptase 

hergestellt. Dies erfolgte mit dem GoScript Reverse Transcriptase Kit (Prome-

ga) nach dem Protokoll des Herstellers. Hierzu wurden zunächst 2 µg RNA in 

ein Reaktionsgefäß überführt und mit Nuklease-freiem Wasser auf ein Gesamt-

volumen von 10 µl verdünnt. Nach Hinzufügen von je 1 µl Oligo(dT)15-Primer 

wurden die Proben für 10 min auf 70 °C erhitzt und anschließend auf 4 °C ab-

gekühlt. Sodann wurden je 4 µl GoScript 5x Reaktionspuffer, 2 µl 0,1 M Dithio-

threitol, 1 µl Desoxyribonukleosidtriphosphat, 1,5 µl H2O und 0,5 µl GoScript 

Reverse Transkriptase hinzugefügt und die Ansätze nach folgendem Schema 

im Thermocycler (PTC-100 Peltier Thermal Cycler) inkubiert: 25 °C für 5 min 

(Primerhybridisierung), 42 °C für 1 h (Polymerisation), 70 °C für 15 min (Inakti-

vierung). Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C. 

2.2.3.3 Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 

Die PCR wird verwendet, um DNA in vitro mit Hilfe der hitzestabilen Taq-

Polymerase zu vervielfältigen. Eine Weiterentwicklung der PCR ist die Echtzeit-

Polymerase-Kettenreaktion (engl. „real-time PCR“, RT-PCR), die durch Fluo-

reszenzmessungen eine Quantifizierung der DNA ermöglicht.  

Um bestimmte Sequenzen zu untersuchen, kamen spezifische Primer zum Ein-

satz (siehe 2.1.2). Ebenso wurde ein Doppelstrang-DNA-abhängiger Fluores-

zenzfarbstoff beigefügt. In jedem Amplifikationszyklus stellte die Taq-

Polymerase neue Doppelstrang-DNA-Abschnitte her, wodurch die Intensität der 

Fluoreszenz anstieg (Giulietti et al. 2001; Kubista et al. 2006).  

In eine 96-Well-Platte wurden gemäß des Herstellerprotokolls 10 µl GoTaq 

qPCR Master Mix (Promega) und 6 µl nukleasefreies Wasser mit je 1 µl Primer 

(vorwärts und rückwärts) und 2 µl der zu untersuchenden cDNA gemischt (Ge-

samtvolumen 20 µl). Dies wurde für jede Probe doppelt durchgeführt. In einem 

PCR-Thermocycler (iCycler iQ Real-Time PCR Detection System) wurden die 

Proben initial für 5 min bei 95 °C denaturiert. Die anschließende Amplifikation 
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umfasste 40 Zyklen nach folgendem Schema: 15 s bei 95 °C (Denaturierung), 

20 s bei 59 °C (Amplifikation), 30 s bei 72 °C (Dissoziation) (Promega 2014). 

Für die Auswertung wurden die Messergebnisse in eine Microsoft Excel Kalku-

lationstabelle übertragen. Die Auswertung erfolgte nach der 2-ΔCT-Methode 

(Livak und Schmittgen 2001; Pfaffl 2001). Dargestellt werden die arithmetischen 

Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwerts (engl. standard error of the mean, 

SEM).  Die Zahlenwerte wurden mittels zweiseitigem Einstichproben-t-Test oder 

zweiseitigen, ungepaarten t-Tests überprüft (Student 1908). Ein p-Wert < 0,05 

wurde als signifikant gewertet. 

2.2.4 Western Blotting 

Zur Bestimmung der Menge an Orai1 in den Zellen wurde das Western Blot-

Verfahren genutzt. Die extrahierten Proteine wurden zunächst elektrophoretisch 

nach ihrer Größe aufgetrennt, auf einer Membran fixiert, mit Antikörpern mar-

kiert und anschließend durch Chemolumineszenz visualisiert. Als Referenz 

diente das Haushaltsgen GAPDH. 

2.2.4.1 Proteinextraktion 

Die Extraktion der zellulären Proteine gelang mit Hilfe des RIPA Lysepuffers. 

Diesem war ein Protease- (cOmplete ULTRA) und Phosphataseinhibitor 

(PhosSTOP) beigefügt. Die adhärenten ZF-Zellen wurden zunächst in PBS ge-

waschen (4 °C) und anschließend in 200 µl RIPA Lysepuffer (4 °C) inkubiert. 

Durch Zentrifugation bei 13 000 g (10 min, 4 °C) wurden unlösliche Zellbestand-

teile (Pellet) eliminiert und die gelösten Proteine (Überstand) abpipettiert. Die 

Lagerung von Proteinproben erfolgte bei -80 °C. 

Für die folgenden Untersuchungen ist die Verwendung gleicher Proteinmengen 

nötig. Dazu wurde die Konzentration des Gesamtproteins wurde photometrisch 

nach M. M. Bradford bestimmt. Der verwendete Farbstoff Coomassie Brilliant 

Blue G-250 ändert sein Absorptionsmaximum in Abhängigkeit zur Proteinbin-

dung von 465 zu 595 nm (Bradford 1976). Hierzu wurden je 1 ml Bradford Rea-

genz und 2 µl der Proteinprobe in einer Halb-Mikro-Küvette gründlich gemixt 

und 10 min inkubiert. Anschließend wurden die Proben im Photometer (Biopho-

tometer plus) bei 595 nm gegen einen Leerwert gemessen. 
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2.2.4.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Proteinelektrophorese erfolgte nach dem Prinzip der Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Proteine erhalten durch Nat-

riumdodecylsulfat (SDS) negative Ladungen und wandern entlang eines elektri-

schen Feldes. Im Gel wird dabei eine Auftrennung nach der Proteingröße er-

reicht. 10%ige SDS-Polyacrylamid-Gele wurden nach Sambrook et al. (1989) 

für jedes Experiment frisch hergestellt. Je 30 µg Protein wurden in Probenpuffer 

(Roti-Load 1) gelöst (95 °C, 5 min, Gesamtvolumen 20 µl) und auf das Gel auf-

getragen. Als Laufkontrolle wurde der peqGOLD Protein-Marker VI verwendet. 

Die Gelkassetten wurden in eine Wanne (Mini-PROTEAN) eingebracht und mit 

Laufpuffer befüllt. Die SDS-PAGE erfolgte bei einer Spannung von 80 V (Sam-

melgel) bzw. 110 V (Trenngel) und dauerte, abhängig von der gesuchten Pro-

teingröße, etwa zwei Stunden. 

2.2.4.3 Blotting 

Im nächsten Schritt wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinyli-

dendifluoridmembran (PVDF-Membran) übertragen (engl. „Blotting“). Dies er-

folgte im Nass-Transfer-Verfahren. Zur Vorbereitung wurden die trockenen 

Membranen zunächst in Methanol, anschließend in Wasser, dann in Transfer-

puffer (4 °C) eingelegt. In eine Kassette (Mini Trans-Blot) wurden nacheinander 

Schwammpolster, Filterpapier, SDS-PAGE Gel, PVDF-Membran, Filterpapier 

und Schwammpolster in Transferpuffer luftfrei übereinandergelegt und die ge-

schlossene Kassette in eine mit Transferpuffer gefüllte Wanne gesetzt. Das 

Blotting erfolgte bei einem elektrischen Strom von 300 mA (90 min) und wurde 

mittels Kühlakku unter ständigem Rühren gekühlt.  

2.2.4.4 Proteindetektion 

Die geblotteten Membranen wurden anschließend aus den Kassetten entnom-

men und für 60 min in 5 % Rinderserumalbumin (engl. „Bovine serum albumin“, 

BSA) in Tris-buffered saline mit Tween20 (TBST) bei RT unter ständigem 

Schwenken geblockt. Anschließend wurden die Membranen mit Orai1-

Antikörper (1:1000) oder GAPDH-Antikörper (1:1000) in 5 % BSA in TBST über 

Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurden die Membranen in TBST gewaschen 

(3x 10 min) und mit einem mit Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxi-
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dase, HRP) verknüpften Sekundärantikörper (Anti-Kaninchen, 1:2000) in 5 % 

BSA in TBST inkubiert (60 min, RT). Nach nochmaligem Waschen (3x 10 min) 

wurden die Membranen in einer Chemolumineszenzlösung (Amersham ECL 

Reagent) inkubiert. Unter der enzymatischen Aktivität der Meerrettichperoxi-

dase kam es zur signalverstärkten Chemolumineszenz (engl. enhanced chemi-

luminescence, ECL) der Proteinbanden. Zur Visualisierung dieser Banden wur-

den die Membranen mit einem lichtsensitiven Film (Amersham Hyperfilm) in 

einer Filmkassette belichtet und anschließend entwickelt und fixiert. Die Filme 

wurden gescannt und mit Hilfe der Software ImageJ (Version 1.4.3, Wayne 

Rasband) und Quantity One (Bio-Rad) analysiert und mit Microsoft Excel aus-

gewertet. Die Zahlenwerte wurden mittels zweiseitigem Einstichproben-t-Test 

oder zweiseitigem, ungepaartem t-Test auf Signifikanz untersucht (Student 

1908). p-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet. 

2.2.4.5 Stripping 

Um eine adäquate Aussage über die Proteinmenge machen zu können, musste 

ein Referenzwert ermittelt werden. Die Menge von Orai1 wurde gegen das 

Haushaltsgen GAPDH verglichen. Hierzu musste die Proteindetektion dersel-

ben Membran nacheinander für Orai1 und GAPDH erfolgen. Zu diesem Zweck 

mussten nach der ersten Proteindetektion die alten Antikörper entfernt werden 

(engl. Stripping). Hierzu wurden die Membranen in Stripping-Puffer für 30 min 

bei 60 °C inkubiert und anschließend dreimal je 10 min in TBST gewaschen. 

Anschließend wurden die Membranen analog zu Abschnitt 2.2.4.4 geblockt und 

die weitere Proteindetektion durchgeführt. 

2.2.5 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 

Die Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ist eine Form der Lichtmikroskopie, 

in der das Präparat Punkt für Punkt rasterartig beleuchtet und von einer Kamera 

detektiert wird. So werden Streulicht eliminiert und scharfe, kontrastreiche Bil-

der produziert (Nwaneshiudu et al. 2012). In dieser Arbeit wird die Konfokale 

Laser-Scanning-Mikroskopie fluoreszenzmikroskopisch genutzt zur subzellulä-

ren Lokalisation der markierten Proteine.  
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Hierfür wurden die ZF-Zellen nach erfolgtem Gen-Knockdown bzw. Behandlung 

mit unspezifischer, engl. „nontargeting“ RNA in runden Deckgläsern in 6-Well-

Platten für 24 Stunden kultiviert. Für die Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 

wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit PBS durch 4 % Paraformal-

dehyd (15 min) fixiert. Für die Darstellung intrazellulärer Strukturen wurden die 

Zellen mit 0,3 % Triton X-100 (10 min) permeabilisiert. Nach Blocken mit 3 % 

BSA in PBS (1 h, RT) erfolgte die Inkubation mit dem Orai1-Antikörper (1:200) 

über Nacht bei 4 °C. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen 

mit dem CF™ 488A-verknüpften Sekundärantikörper (Anti-Kaninchen, 1:250) 

inkubiert. Gleichzeitig erfolgte auch die Gabe des Fluoreszenzfarbstoffes 

DRAQ5™ (1:3000), der die DNA bindet (60 min, RT). Nach nochmaligem Wa-

schen wurde ProLong® Gold Antifade Mountant appliziert und die Präparate im 

Zeiss LSM 5 Exciter Laserscan-Mikroskop untersucht. 

2.2.6 Durchflusszytometrie (FACS) 

Die Durchflusszytometrie (engl. „fluorescence-activated cell sorting“, FACS) ist 

eine Methode, in der einzelne Zellen durch einen Messapparat fließen. Hierbei 

werden die einzelnen Zellen von Laserstrahlen beleuchtet und die Lichtstreuung 

und Fluoreszenz erfasst (McKinnon 2018). In dieser Arbeit wurde durch Immun-

fluoreszenz die Menge an Orai1-Kanälen in der Plasmamembran der ZF-Zellen 

bestimmt.  

ZF-Zellen wurden nach erfolgtem Knockdown bzw. Behandlung mit 

nontargeting RNA mit Trypsin von der 6-Well-Platte gelöst, mit Medium geblockt 

und, jeweils nach Zentrifugation, zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend 

erfolgte die Fixation der Zellen mit 4 % Paraformaldehyd (20 min, RT). Nach 

Blocken der Zellen mit 3 % BSA in PBS wurden sie mit dem Orai1-Antikörper 

(1:100) inkubiert (30 min, 37 °C). Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden 

die Zellen mit dem CF™ 488A-verknüpften Sekundärantikörper (Anti-

Kaninchen, 1:200) inkubiert (30 min, 37 °C). Nach zwei weiteren Waschzyklen 

wurden die Zellen im FACS Calibur Durchflusszytometer gemessen. Für die 

Messung von Orai1 Kanälen wurde die Anregungswellenlänge von 488 nm und 

Emissionswellenlänge von 530 nm gewählt (FL-1). 
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2.2.7 Messung des speicherabhängigen Ca2+-Einstroms 

Die Vorbereitung und Messung des speicherabhängigen Ca2+-Einstroms 

erfolgte an vitalen Zellen bei 37 °C nach Bird et al. (2008). Veränderungen der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration wurden mittels des Farbstoffes Fura-2 

fluoreszenzmikroskopisch erfasst. Der verwendete Fura-2 Acetoxymethyl-Ester 

(AM) ist unpolar und gelangt so über die Zellmembran nach intrazellulär. Durch 

Anregung mit Licht der Wellenlängen 340 und 380 nm kommt es zur 

Fluoreszenz, die bei 505 nm gemessen werden kann (Grynkiewicz et al. 1985). 

Aus dem Quotienten der beiden Fluoreszenzstärken wird die Ca2+-

Konzentration berechnet.  

Die ZF-Zellen wurden auf runden Deckgläsern in 6-Well-Platten kultiviert und 

behandelt. Um ein bespülbares Gefäß zu schaffen, wurde ein Kunststoffring 

mittels Silikon auf das Deckglas fixiert. Nun wurden die Zellen in Medium mit 

2 µM Fura-2/AM für 15 min inkubiert. Anschließend wurde das Gefäß vorsichtig 

mit Ringerlösung gespült und in ein invertiertes Phasenkontrastmikroskop 

(Axiovert 100) eingespannt. Hier wurden die Zellen alle zwei Sekunden 

nacheinander mit Licht der Wellenlänge 340 und 380 nm angeregt und die 

Fluoreszenz mit einer Kamera erfasst.  

Zur Messung des SOCE wurde mittels Umspülung der Zellen mit Ca2+-freier 

Ringerlösung eine Ca2+-freie Umgebung geschaffen. EGTA (500 µM) fängt 

hierbei als Ca2+-Chelator minimale Restkonzentrationen von Ca2+-Ionen ab.  

Nach etwa 2 min wurde Thapsigargin (1 µM) hinzugegeben. Thapsigargin 

inhibiert die SERCA  (siehe 1.3.3.1). Folglich kommt es zur Leerung der intra-

zellulären Ca2+-Speicher und zu einem transienten Anstieg der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i). In diesem Arbeitsschritt erfolgte ggf. auch die 

Gabe von 2-APB (siehe auch 2.2.2.2).  

Die Leerung des ER/SR triggert die Öffnung der Orai1-Kanäle. Solange das 

extrazelluläre Medium Ca2+-frei ist, kann kein Ca2+-Einstrom erfolgen. In einer 

zweiten Phase wurde den Zellen daher eine Ca2+-haltige Ringerlösung 

zugeführt. Dadurch kommt es zum SOCE, der einen raschen, hohen Anstieg 

des [Ca2+]i aufweist (Abb. 3A). Ausgewertet wurden Anstieg und Maximum des 
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Ca2+-Einstroms (Abb. 3B). Steuerung und Datenerfassung erfolgten mit der 

Software Metafluor (Universal Imaging, Downingtown, USA). Sie generierte 

Datentabellen, die mit Microsoft Excel 2013 (Microsoft, Redmond, USA) 

ausgewertet wurden. Die Prüfung auf Signifikanz geschah mittels des zweiseiti-

gen, ungepaarten t-Tests (Student 1908). Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifi-

kant gewertet. 

 

Abb. 3: Messung des speicherabhängigen Ca2+-Einstroms (SOCE) (nach Bird et al. 2008). 

Der Quotient der Fura-2 Fluoreszenzen korreliert mit der intrazellulären Ca2+-Konzentration. A: 

Nach Zugabe von Thapsigargin (1 µM) in Ca2+-freier Ringerlösung (0 Ca2+) kam es in der 1. 

Phase zu einem temporären Ca2+-Anstieg mit Leerung intrazellulärer Ca2+-Speicher. In der 2. 

Phase wurden Ca2+-Ionen wieder dem Extrazellularraum zugeführt, hierbei kam es zum 

speicherabhängigen Ca2+-Einstrom. B: Die Auswertung des Ca2+-Einstroms erfolgte anhand 

des Anstiegs und des Maximums im Vergleich zum Ruhezustand.  
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3 ERGEBNISSE 

3.1 SOCE in ZF-Rhabdomyosarkomzellen 

3.1.1 SOCE in ZF-Zellen und der Einfluss von 2-APB  

Um Einflüsse auf den SOCE in ZF-Rhabdomyosarkomzellen zu untersuchen, 

musste zunächst sichergestellt werden, dass der SOCE in ZF-Zellen gemäß 

den bekannten Mechanismen agiert. Klassischerweise erfolgt der speicherab-

hängige Ca2+-Einstrom durch sich öffnende CRAC-Kanäle, die wiederum aus 

Einheiten des Orai1 gebildet werden (siehe 1.3.3). 

Eine unbehandelte Kontrollgruppe zeigte, ob der SOCE in ZF-Zellen auslösbar 

ist. Um zu untersuchen, ob Orai1 für SOCE in ZF-Zellen verantwortlich ist, er-

folgte die Behandlung einer Vergleichsgruppe mit 2-APB, der Orai1-Kanäle bei 

einer Konzentration von 50 µM blockiert (Wei et al. 2016). 

ZF-Zellen wurden in 6-Well-Platten mit eingelegten Deckgläsern ausgesät. Die 

nach 24 Stunden adhärierten Zellen wurden anschließend in einem Fluores-

zenzmikroskop ausgewertet. Durch Einsatz des Farbstoffes Fura-2 ließ sich die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration ( [Ca2+]i ) bestimmen. 2-APB (50 µM) wurde 

während der Messung hinzugegeben, während die Kontrollgruppe unbehandelt 

blieb. Die Hinzugabe des SERCA-Inhibitors Thapsigargin (1 µM) in Ca2+-freier 

Ringerlösung führte durch Hemmung der Ca2+-Wiederaufnahme in das ER/SR, 

zu einem transienten [Ca2+]i-Anstieg in beiden Gruppen. Die Leerung der 

intrazellulären Speicher wiederum triggert die Öffnung von CRAC-Kanälen 

(siehe 1.3.3). Durch Umspülung der Zellen mit Ca2+-haltiger Ringerlösung 

wurde der SOCE in Gang gesetzt: Die nun verfügbaren extrazellulären Ca2+-

Ionen können rasch nach intrazellulär strömen. Für die Quantifizierung wurden 

in beiden Phasen sowohl Anstieg als auch Maximum von [Ca2+]i ausgewertet.  

Unbehandelte ZF-Zellen zeigten einen adäquaten [Ca2+]i-Anstieg als Zeichen 

eines funktionsfähigen SOCE (Kontrolle, Abb. 4). Eine Behandlung mit 2-APB 

hingegen unterdrückte den SOCE praktisch vollständig (n = 6, p < 0,001). 
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Abb. 4: Messung des Ca2+-Einstroms nach Behandlung mit 2-APB. ZF-

Rhabdomyosarkomzellen wurden mit 2-APB (50 µM) behandelt (schwarz) oder blieben 

unbehandelt (Kontrolle, weiß). Der Quotient (delta ratio) der Fura-2 Fluoreszenz spiegelt die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration [Ca2+]i wider. A: Gemittelter Fura-2 Quotient im zeitlichen Ver-

lauf (n = 6). Die Inhibition der SERCA durch Thapsigargin (1 µM) in Ca2+-freier Ringerlösung 

(0 Ca2+) führte zur Ca2+-Freisetzung aus den intrazellulären Speichern (1. Anstieg). Readdition 

von Ca2+-haltiger Ringerlösung führte zum speicherabhängigen Ca2+-Einstrom (SOCE) (2. 

Anstieg). B, C: Arithmetische Mittelwerte ± SEM des Maximums und Anstiegs des Ca2+-

Einstroms (n = 6). 2-APB verhinderte den SOCE praktisch vollständig. (*** p < 0,001; 

zweiseitiger ungepaarter T-Test). (Publiziert in Yu et al. 2016) 

3.1.2 Einfluss von EMD638683 auf SOCE in ZF-Zellen 

Die Serin/Threonin-Proteinkinase SGK1 ist Teil des PI3K-Signalweges und 

kann den SOCE wesentlich beeinflussen (siehe 1.5). Ob SGK1 auch in ZF-

Zellen für SOCE eine Rolle spielt, wurde mit Hilfe des SGK1-Inhibitors 

EMD638683 untersucht.  

Hierzu wurden die Zellen auf runden Deckgläsern in 6-well-Platten ausgesät 

und für 24 Stunden inkubiert. Anschließend wurde EMD638683 (50 µM) hinzu-
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gegeben und die Zellen für 10 Stunden inkubiert, während die Kontrolle unbe-

handelt blieb. Die Messung des [Ca2+]i erfolgte mittels eines invertierten Fluo-

reszenzmikroskops und dem Farbstoff Fura-2/AM. Thapsigargin (1 µM) führte in 

Ca2+-freier Ringerlösung zu einem temporären Ca2+-Anstieg. Die anschließende 

Umspülung der Zellen mit Ca2+-haltiger Ringerlösung führte zum SOCE (siehe 

1.3.3). Für die Quantifizierung wurden in beiden Phasen sowohl Anstieg als 

auch Maximum von [Ca2+]i ausgewertet. Abb. 5 zeigt, dass die Inhibition der 

SGK1 mit EMD638683 zu einem signifikant geringeren Maximum von [Ca2+]i 

führte und somit den SOCE verminderte (p = 0,020, Abb. 5).  

 

Abb. 5: Einfluss des SGK1-Inhibitors EMD638683 auf den SOCE. Ca2+-Einstrom in ZF-

Rhabdomyosarkomzellen mit (EMD638683, schwarz) und ohne (Kontrolle, weiß) 

Vorbehandlung mit EMD638683 (50 µM, 10 h). Der Quotient (delta ratio) der Fura-2 Fluores-

zenz spiegelt die intrazelluläre Ca2+-Konzentration [Ca2+]i wider. A: Gemittelter Fura-2 Quotient 

im zeitlichen Verlauf (n = 8). Die Inhibition der SERCA durch Thapsigargin (1 µM) in Ca2+-freier 

Ringerlösung (0 Ca2+) führte zur Ca2+-Freisetzung und Entleerung der Speicher. Readdition von 

Ca2+-haltiger Ringerlösung löste den Ca2+-Einstrom aus. B, C: Arithmetische Mittelwerte ± SEM 
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des Maximums und Anstiegs des Ca2+-Einstroms (n = 8). EMD638683 verminderte das 

Maximum des Ca2+-Einstroms signifikant (* p < 0,05; zweiseitiger ungepaarter T-Test). 

(Publiziert in Yu et al. 2016)  

3.1.3 Einfluss von Wogonin auf SOCE in ZF-Zellen 

SGK1 übt seinen Einfluss auf den SOCE klassischerweise über die Steuerung 

auf Transkriptionsebene aus. Hierbei ist NFκB ein wichtiger Faktor. Um festzu-

stellen, ob die Verminderung von NFκB tatsächlich Einfluss auf den SOCE hat, 

wurde NFκB mit dem Inhibitor Wogonin gehemmt. Wogonin hemmt die nukleäre 

Translokation von NFκB und verhindert die Phosphorylierung der IκB (Zhao et 

al. 2010).  

ZF-Zellen wurden auf runden Deckgläsern in 6-well-Platten ausgesät und für 24 

Stunden inkubiert, bevor sie mit Wogonin (50 µM, 24 h) behandelt wurden. Die 

Kontrollgruppe blieb unbehandelt. Die Messung des [Ca2+]i erfolgte mittels eines 

invertieren Fluoreszenzmikroskops und dem Farbstoff Fura-2/AM. Thapsigargin 

(1 µM) führte in Ca2+-freier Ringerlösung zu einem temporären Ca2+-Anstieg 

durch Ca2+-Freisetzung. Die Leerung der intrazellulären Speicher triggerte eine 

Öffnung der CRAC-Kanäle (siehe 1.3.3). Durch Umspülung der Zellen mit Ca2+-

haltiger Ringerlösung wurde der SOCE ausgelöst. Für die Quantifizierung 

wurden in beiden Phasen sowohl Anstieg als auch Maximum von [Ca2+]i 

ausgewertet. 

Abb. 6 zeigt, dass die Inhibition von NFκB mit Wogonin zu einem signifikant 

geringeren Maximum von [Ca2+]i während des Kalziumeinstroms führte und den 

SOCE somit reduzierte (n = 4; p = 0,023) (Abb. 6). 
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Abb. 6: Einfluss von NFκB-Inhibitor Wogonin auf den SOCE. Verhalten des Ca2+-Einstroms 

in ZF-Rhabdomyosarkomzellen mit (Wogonin, schwarz) und ohne (Kontrolle, weiß) 

Vorbehandlung mit Wogonin (50 µM, 24 h). Der Quotient (delta ratio) der Fura-2 Fluoreszenz 

spiegelt die intrazelluläre Ca2+-Konzentration [Ca2+]i wider. A: Gemittelter Fura-2 Quotient im 

zeitlichen Verlauf (n = 4). Die Inhibition der SERCA durch Thapsigargin (1 µM) in Ca2+-freier 

Ringerlösung (0 Ca2+) führte zur Ca2+-Freisetzung und Entleerung der Speicher. Readdition von 

Ca2+-haltiger Ringerlösung löste den Ca2+-Einstrom aus. B, C: Arithmetische Mittelwerte ± SEM 

des Maximums und Anstiegs des Ca2+-Einstroms (n = 4). Vorbehandlung mit Wogonin 

verminderte das Maximum des Ca2+-Einstroms signifikant (* p < 0,05; zweiseitiger ungepaarter 

T-Test). (Publiziert in Yu et al. 2016)  

3.2 Gen-Knockdown von VPS13A in ZF-Rhabdomyosarkomzellen 

Um einen Zusammenhang zwischen Chorein und den SOCE zu untersuchen, 

mussten ZF-Rhabdomyosarkomzellen mit regulärer und mit gehemmter Ex-

pression von Chorein miteinander verglichen werden. Um dies zu erreichen, 

erfolgte der Knockdown mittels RNA-Interferenz. Die Expression von Chorein 

wurde durch Transfektion mit siRNA, die zu VPS13A-mRNA komplementär war, 

unterdrückt. Als Vergleich diente eine Negativkontrolle, die mit nontargeting 
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siRNA transfiziert wurde. Zusätzlich wurden parallel unbehandelte Zellen mitge-

führt, um den Einfluss der zur Transfektion verwendeten Reagenzien zu prüfen.  

Abb. 7 zeigt die Effektivität des Knockdowns mittels RT-PCR. mRNA-Level 

wurden für VPS13A und das Haushaltsgen GAPDH bestimmt. Nach 48 h 

Transfektion zeigte sich im Vergleich zu GAPDH eine signifikante Verminde-

rung der mRNA für VPS13A gegenüber der Negativkontrolle (n = 4, p = 0,016). 

Die mit nontargeting siRNA transfizierte Negativkontrolle und die unbehandelten 

Zellen wiesen in der RT-PCR keinen signifikanten Unterschied in der Transkrip-

tion von VPS13A auf (p = 0,26).  

 

Abb. 7: RT-PCR von VPS13A nach dem Knockdown von VPS13A in ZF-
Rhabdomyosarkomzellen. Arithmetische Mittelwerte ± SEM der mRNA-Menge von VPS13A in 

Relation zu GAPDH (n = 4). ZF-Rhabdomyosarkomzellen wurden mit siRNA gegen VPS13A 

(siVPS13A, schwarz) oder nontargeting siRNA (siNeg, weiß) transfiziert oder blieben 

unbehandelt (grau). Mittels RT-PCR wurde die mRNA-Menge von VPS13A überprüft. Es zeigte 

sich eine deutliche Verminderung der VPS13A-mRNA nach Knockdown von VPS13A gegen-

über siNeg. Im Gegensatz dazu war die VPS13A-mRNA durch die Transfektion mit nontarge-

ting siRNA nicht signifikant unterschiedlich gegenüber der unbehandelten Kontrolle. (* p < 0,05; 

** p < 0,01; Bonferroni-korrigierter zweiseitiger ungepaarter T-Test) 

3.3 Einfluss von Chorein auf SOCE in ZF-Rhabdomyosarkomzellen 

3.3.1 SOCE nach Knockdown von VPS13A in ZF-Zellen 

Im Folgenden wurde der Einfluss von Chorein auf den SOCE untersucht. Dazu 

erfolgte die Messung von ZF-Zellen nach Knockdown von VPS13A (siVPS13A) 

oder Behandlung mit nontargeting siRNA (siNeg). Der Knockdown wurde an 
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Zellen in 6-Well-Platten mit eingelegten runden Deckgläsern durchgeführt. Der 

SOCE wurde fluoreszenzmikroskopisch gemessen. Mittels des Farbstoffes Fu-

ra-2 ließ sich hierbei die intrazelluläre Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i) bestimmen. 

Die Hinzugabe des SERCA-Inhibitors Thapsigargin (1 µM) in Ca2+-freier 

Ringerlösung führte durch Hemmung der Ca2+-Wiederaufnahme in das ER/SR, 

zu einem temporären [Ca2+]i-Anstieg. Die Leerung der intrazellulären Speicher 

wiederum triggerte die Öffnung von CRAC-Kanälen (siehe 1.3.3). Durch 

Umspülung der Zellen mit Ca2+-haltiger Ringerlösung wurde der SOCE in Gang 

gesetzt: Ca2+-Ionen strömten rasch nach intrazellulär. Für die Quantifizierung 

wurden in beiden Phasen sowohl Anstieg als auch Maximum von [Ca2+]i 

ausgewertet.  

Abb. 8 zeigt, dass der Gen-Knockdown von VPS13A zu einem signifikant 

geringeren Maximum von [Ca2+]i führte (n = 6, p = 0,023). 
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Abb. 8: Messung des Ca2+-Einstroms nach Knockdown von VPS13A in ZF-
Rhabdomyosarkomzellen. ZF-Rhabdomyosarkomzellen wurden mit siRNA gegen VPS13A 

(siVPS13A, schwarz) oder nontargeting siRNA (siNeg, weiß) transfiziert und 

fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Der Quotient (delta ratio) der Fura-2-Fluoreszenz korre-

liert mit der intrazellulären Ca2+-Konzentration [Ca2+]i. A: Gemittelter Fura-2 Quotient im zeitli-

chen Verlauf (n = 6). Die Inhibition der SERCA durch Thapsigargin (1 µM) in Ca2+-freier 

Ringerlösung (0 Ca2+) führte zur Ca2+-Freisetzung aus den intrazellulären Speichern (1. 

Anstieg). Readdition von Ca2+-haltiger Ringerlösung führte zum speicherabhängigen Ca2+-

Einstrom (SOCE) (2. Anstieg).  B, C: Arithmetische Mittelwerte ± SEM des Maximums und 

Anstiegs des Ca2+-Einstroms (n = 6).  siVPS13A wies ein signifikant niedrigeres Maximum im 

Ca2+-Einstrom auf. (* p < 0,05; zweiseitiger ungepaarter T-Test) (Publiziert in Yu et al. 2016) 

3.3.2 Expression von Orai1, STIM1 und STIM2 nach Knockdown von VPS13A 

in ZF-Zellen 

Orai und STIM sind die Protagonisten des SOCE. Ihre Konzentration wie auch 

ihr Verhältnis zueinander beeinflussen den SOCE maßgeblich. Da der SOCE 

durch Chorein beeinflusst wird, war die Frage, ob die Menge an Orai1 und 

STIM1 durch Chorein verändert werden. 

Zunächst erfolgte die Untersuchung auf Transkriptionsebene durch RT-PCR. 

Dazu wurden die Zellen 24 Stunden nach der Aussaat mit siRNA für VPS13A 

(siVPS13A) oder Kontroll-siRNA (siNeg) transfiziert. Nach weiteren 48 h wurden 

die Zellen mit TriFast lysiert, die RNA isoliert, cDNA synthetisiert und diese in 

der RT-PCR quantifiziert (s. 2.2.3). Die RT-PCR wurde mit spezifischen Primern 

für Orai1, STIM1 und das Haushaltsgen GAPDH durchgeführt. Relativ zu 

GAPDH zeigte sich eine signifikante Reduktion von Orai1-mRNA nach Gen-

Knockdown von VPS13A (n = 6, p = 0,0044). STIM1 hingegen war unverändert 

exprimiert (n = 6, p = 0,16). Somit wird Orai1 Chorein-abhängig auf Transkrip-

tionsebene reguliert (Abb. 9 A). 

Da STIM1 nicht von Chorein beeinflusst wurde, erfolgte ergänzend die 

Untersuchung des STIM1-Homologs STIM2. Interessanterweise war im 

Gegensatz zu STIM1 eine deutliche Verminderung der STIM2-Transkripte nach 

der Gen-Knockdown von Chorein festzustellen (n = 6, p = 0,0087) (Abb. 9 B,C). 
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Abb. 9: RT-PCR von Orai1, STIM1 und STIM2 nach Gen-Knockdown von VPS13A. ZF-

Rhabdomyosarkomzellen wurden mit siRNA gegen VPS13A (siVPS13A, schwarz) oder nontar-

geting siRNA (siNeg, weiß) transfiziert. Die Diagramme zeigen die arithmetischen Mittelwerte ± 

SEM der Orai1 (A), STIM1 (B) und STIM2 (C) mRNA-Menge relativ zu GAPDH. A: Die Zahl der 

Orai1-Transkripte ist nach Gen-Knockdown von VPS13A signifikant vermindert (n = 6, 

** p < 0,01; zweiseitiger Einstichproben-t-Test gegen 1,0). B: Unveränderte mRNA-Menge von 

STIM1 nach dem Gen-Knockdown (n = 6; zweiseitiger Einstichproben-t-Test gegen 1,0).  C: Im 

Gegensatz zu STIM1 nahm die Zahl der STIM2-Transkripte nach dem Gen-Knockdown von 

VPS13A deutlich ab (n = 6, ** p < 0,01; zweiseitiger Einstichproben-t-Test gegen 1,0). (A,B: 

Publiziert in Yu et al. 2016) 

3.3.3 Proteinmenge und -Verteilung von Orai1 nach Gen-Knockdown von 

VPS13A in ZF-Zellen 

Nachdem festgestellt wurde, dass der Gen-Knockdown von Chorein zur Ver-

minderung der Orai1- Transkripte führt, sollten die Auswirkungen auf Protein-

ebene untersucht werden.  

Dazu erfolgte zunächst der Proteinnachweis mittels Western Blot. siVPS13A 

oder siNeg ZF-Zellen wurden mit RIPA Puffer lysiert und die gewonnenen 

Proteine auf ein SDS-Gel aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die 

Proteine auf eine PVDF-Membran überführt und mit spezifischen Antikörpern 

für Orai1 oder GAPDH und einem sekundären, Meerettichperoxidase-

beladenen Antikörper inkubiert (s. 2.2.4). Die anschließend durch Chemolumi-

neszenz detektierten Proteinbanden zeigten in siVPS13A einen signifikanten 

Rückgang der Proteinmenge von Orai1 im Gegensatz zu siNeg und bestätigten 

die Erkenntnis aus der RT-PCR (n = 8, p = 0,0016; Abb. 10).  
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Abb. 10: Orai1-Proteinmenge in ZF-Zellen nach Gen-Knockdown von VPS13A (siVPS13A, 

schwarz) und der Negativkontrolle (siNeg, weiß). A: Arithmetische Mittelwerte ± SEM der Pro-

teinmenge an Orai1 in Relation zu GAPDH (n = 8). Es zeigte sich ein Abfall in der Orai1-

Proteinmenge nach Gen-Knockdown von VPS13A. (** p < 0,01; zweiseitiger Einstichproben-t-

Test gegen 1,0). B: Repräsentatives Original-Western Blot für Orai1 und GAPDH. Nach der 

Auswertung von Orai1 wurden die Orai1-Antikörper durch Stripping entfernt und die Membra-

nen auf GAPDH untersucht (siehe 2.2.4). (Publiziert in Yu et al. 2016) 

In einem weiteren Versuch wurde Orai1 in den Zellen durch konfokale Fluores-

zenzmikroskopie dargestellt. siVPS13A oder siNeg Zellen wurden nach Fixation 

in Paraformaldehyd mit Triton X-100 permeabilisiert, um eine intrazelluläre 

Färbung zu ermöglichen. Hierfür wurden sie mit einem spezifischen Orai1-

Primär- und einem CF 488A-verknüpften Sekundärantikörper inkubiert. 

Zusätzlich erfolgte die Darstellung der Zellkerne mittels des DNA-bindenden 

Fluoreszenzfarbstoffes DRAQ5. Abb. 11 zeigt eine deutliche Reduktion der 

Orai1-Proteine in der gesamten Zelle. 
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Abb. 11: Visualisierung von Orai1 mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie. ZF-

Rhabdomyosarkomzellen wurden mit siRNA gegen VPS13A (siVPS13A) oder nontargetingRNA 

(siNeg) transfiziert. Nach Fixation wurden die Zellen permeabilisiert, um eine Markierung von 

intrazellulären Strukturen zu ermöglichen. Die Färbung von Orai1 erfolgte mittels Antikörper 

(grün). Zusätzlich wurden die Zellkerne durch den Fluoreszenzfarbstoff DRAQ5 sichtbar ge-

macht (blau). Die Aufnahmen zeigen eine deutlich verminderte Antikörperfluoreszenz nach 

Knockdown von Chorein. (Publiziert in Yu et al. 2016) 

Für einen funktionsfähigen SOCE wird Orai1 in der Plasmamembran benötigt. 

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder zeigen, dass Orai1 auch im Zytoplasma 

nachweisbar ist. Um die Menge von Orai1 in der Zelloberfläche zu ermitteln, 

wurde eine FACS-Analyse durchgeführt.  

Hierzu wurden siVPS13A oder siNeg Zellen nach Trypsinierung sowie Fixation 

in Paraformaldehyd mit einem spezifischen Orai1-Primär- und einem CF 488A-

verknüpften Sekundärantikörper inkubiert. In der durchflusszytometrischen 

Messung zeigte sich das membranständige Orai1 in siVPS13A Zellen deutlich 

vermindert (n = 6, p = 0,024) (Abb. 12). 
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Abb. 12: Ermittlung von Orai1 auf der Zelloberfläche mittels Durchflusszytometrie 
(FACS). ZF-Rhabdomyosarkomzellen wurden mit siRNA gegen VPS13A (siVPS13A) oder 

nontargeting siRNA (siNeg) transfiziert (n = 6). Für die Messung wurden die Zellen in 

Paraformaldehyd fixiert. Die Markierung von Orai1 erfolgte mittels fluoreszierender Antikörper. 

A: Das Histogramm zeigt die Anzahl der Detektionen (Counts) abhängig von der Intensität der 

anti-Orai1 Fluoreszenz (FL1-H). Insgesamt zeigt sich nach Gen-Knockdown von VPS13A eine 

Verschiebung nach links (geringere Fluoreszenz). B:  Arithmetische Mittelwerte ± SEM der anti-

Orai1 Fluoreszenz. Nach Gen-Knockdown von VPS13A ist der Nachweis von oberflächlichem 

Orai1 signifikant vermindert (* p < 0,05; zweiseitiger ungepaarter T-Test). (Publiziert in Yu et al. 

2016) 

 

3.3.4 Expression von SGK1 nach Gen-Knockdown von VPS13A in ZF-Zellen 

Die Serin/Threonin-Proteinkinase SGK1 ein starker Aktivator des SOCE (siehe 

1.5). In 3.1.2 wurde gezeigt, dass dies auch in ZF-Zellen zutrifft. Im Folgenden 

wurde daher untersucht, ob der Einfluss von Chorein auf SOCE über SGK1 er-

folgt.  

Dazu wurden ZF-Zellen 24 Stunden nach der Aussaat mit siRNA für VPS13A 

(siVPS13A) oder Kontroll-siRNA (siNeg) transfiziert. Nach weiteren 48 Stunden 

wurden die Zellen mit TriFast lysiert, die RNA isoliert, cDNA synthetisiert und 

diese in der RT-PCR quantifiziert (s. 2.2.3). Die RT-PCR wurde mit spezifischen 

Primern für SGK1 und das Haushaltsgen GAPDH durchgeführt.  

Relativ zu GAPDH zeigte sich eine signifikante Reduktion von SGK1-mRNA 

nach Gen-Knockdown von VPS13A (p = 0,0052; Abb. 13). Somit reduzierte ein 

Mangel an Chorein die Transkription der SGK1 deutlich. 
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Abb. 13: Einfluss von Chorein auf die Expression von SGK1 nach Knockdown von VPS13A 

in ZF-Rhabdomyosarkomzellen (siVPS13A, schwarzer Balken) und der Negativkontrolle (siNeg, 

weißer Balken). Arithmetische Mittelwerte ± SEM der mRNA-Menge an SGK1 in Relation zum 

Haushaltsgen GAPDH (n = 6). Es zeigte sich in der RT-PCR eine deutliche Verminderung der 

SGK1-mRNA nach Gen-Knockdown von VPS13A. (** p < 0,01; zweiseitiger Einstichproben-t-

Test gegen 1,0). (Publiziert in Yu et al. 2016) 

 

3.3.5 Expression von NFκB nach Gen-Knockdown von VPS13A in ZF-Zellen 

Es ist bekannt, dass die SGK1 den SOCE über NFκB steuern kann (siehe 

1.5.2). In 3.1.3 wurde gezeigt, dass der SOCE von NFκB abhängig ist. Daher 

sollte untersucht werden, ob Chorein NFκB beeinflusst. Hierzu wurde die Tran-

skription von NFκB1 als Bestandteil des gängigsten p50/65 Heterodimers un-

tersucht. Zu diesem Zweck wurden ZF-Zellen 24 Stunden nach der Aussaat mit 

siRNA für VPS13A (siVPS13A) oder Kontroll-siRNA (siNeg) für 48 Stunden 

transfiziert. Anschließend wurden die Zellen mit TriFast lysiert, die RNA isoliert, 

cDNA synthetisiert und diese in der RT-PCR quantifiziert (s. 2.2.3). Die RT-PCR 

wurde mit spezifischen Primern für NFκB1 und das Haushaltsgen GAPDH 

durchgeführt.  

Relativ zu GAPDH zeigte sich eine signifikante Reduktion der NFκB1-

Transkripte nach Gen-Knockdown von VPS13A (n = 6, p = 0,048) (Abb. 14). 

Folglich verminderte der Chorein-Mangel die Transkription der NFκB1. 
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Abb. 14: Einfluss von Chorein auf die Expression von NFκB nach Knockdown von VPS13A 

in ZF-Rhabdomyosarkomzellen (siVPS13A, schwarzer Balken) und der Negativkontrolle (siNeg, 

weißer Balken). Arithmetische Mittelwerte ± SEM der mRNA-Menge an NFκB1 in Relation zu 

GAPDH (n = 6). Es zeigte sich in der RT-PCR eine signifikante Verminderung der NFκB1-

mRNA nach Gen-Knockdown von VPS13A. (* p < 0,05; zweiseitiger Einstichproben-t-Test 

gegen 1,0). (Publiziert in Yu et al. 2016) 
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4 DISKUSSION 

Krebs entwickelt sich im 21. Jahrhundert durch die steigende Lebenserwartung 

unter den Errungenschaften der modernen Medizin zur führenden Todesursa-

che weltweit. Dadurch ist Krebs eines der wichtigsten medizinischen For-

schungsthemen unserer Zeit (Bray et al. 2018). Krebs besitzt grundlegende Ei-

genschaften, die von Hanahan und Weinberg charakterisiert wurden. Zu ihren 

Kennzeichen gehören die Unabhängigkeit von Wachstumssignalen, Resistenz 

gegenüber wachstumshemmenden Signalen, Invasion und Metastasierung, 

unbegrenzte Teilungsfähigkeit, Förderung der Angiogenese, Modulation des 

Zellmetabolismus, Umgehung der Immunreaktion und das Entgehen der 

Apoptose (Hanahan und Weinberg 2011; Fouad und Aanei 2017; Hanahan und 

Weinberg 2000).  

Einige Krebszellen weisen eine hohe Abhängigkeit von bestimmten Proteinen 

auf. In den Fokus gelang in den letzten Jahren zunehmend das Protein Cho-

rein, das als Lipidtransporter zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) 

und anderen Zellorganellen fungiert (Kumar et al. 2018). Bekannt wurde Cho-

rein zunächst als Gendefekt in der Chorea-Akanthozytose (ChAc), einer Krank-

heit, die mit Neurodegeneration, Myopathie und Akanthozytose verbunden ist 

(Velayos Baeza et al. 2002). Bisherige Untersuchungen ergaben, dass Chorein 

das Überleben von Tumorzellen durch die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) be-

einflussen kann (Honisch et al. 2015a). Daneben unterstützt Chorein die Auto-

phagie (Lupo et al. 2016; Muñoz-Braceras et al. 2015; Nixon 2013; Petibone et 

al. 2017). Zudem beeinträchtigt ein Mangel an Chorein die Stabilität des Zytos-

keletts, welches zelluläre Funktionen wie die Zellmotilität und das Überleben 

beeinflusst (Papakonstanti und Stournaras 2008; Infante und Ridley 2013; Chen 

et al. 2014; Honisch et al. 2015b; Franklin-Tong und Gourlay 2008). Aufgrund 

seiner vielfältigen, bereits bekannten Funktionen liegt es nahe, dass Chorein 

neben der Steigerung des Überlebens weitere tumorfördernde Eigenschaften 

besitzt (siehe 1.1.2).  

Zahlreiche Gene und Signalwege sind für die Entstehung und Aggressivität von 

Tumoren verantwortlich. Unter ihnen ist der speicherabhängige Kalzium-
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einstrom (SOCE), ein bedeutender Bestandteil des zellulären Kalziumhaushal-

tes, dessen Funktion auf dem Ca2+-Sensorprotein Stromales Interaktionsmole-

kül 1 (STIM1) und dem Ca2+-Kanalprotein Orai1 beruht. Der SOCE aktiviert in 

vielen Krebsarten wichtige Krebseigenschaften wie das Überleben und die The-

rapieresistenz, Invasion und Metastasierung (siehe 1.4). Ein wichtiger Regulator 

des SOCE ist SGK1, ein Zielprotein des PI3K-Weges, der den SOCE über die 

Stimulation des Transkriptionsfaktors NFκB (engl. „Nuclear factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B-cells“) steuern kann (Borst et al. 2012; Eylenstein 

et al. 2012; García-Martínez und Alessi 2008; Kobayashi und Cohen 1999; Park 

et al. 1999). Da Chorein die PI3K durch Phosphorylierung und Aktivierung be-

einflusst, bestand der Verdacht, dass Chorein die SGK1 und damit auch den 

SOCE steuert.  

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Chorein den SOCE be-

einflusst. Die Untersuchungen erfolgten in der ZF-Zelllinie eines fortgeschritte-

nen resistenten humanen Rhabdomyosarkoms, das Chorein zum Überleben 

benötigt und es in besonders hohem Maße exprimiert. 

Der SOCE in ZF-Zellen wurde durch die Leerung der intrazellulären Ca2+-

Speicher aktiviert und fluoreszenzmikroskopisch gemessen. Die vorliegenden 

Experimente verifizierten, dass die ZF-Zellen einen funktionsfähigen SOCE be-

sitzen. Durch 2-APB wurde der beobachtete Ca2+-Einstrom nahezu vollständig 

gehemmt (siehe 3.1.1). Des Weiteren konnte durch den SGK1-Inhibitor 

EMD638683 sowie dem NFκB-Inhibitor Wogonin gezeigt werden, dass SGK1 

und NFκB den SOCE in ZF-Zellen fördern. 

Grundlage für die Untersuchung der Auswirkungen von Chorein bildete der 

Gen-Knockdown des kodierenden Gens VPS13A durch die Transfektion mit 

komplementärer „Small interfering RNA“ (siRNA) (Honisch et al. 2015a; Föller 

et al. 2012; Schmidt et al. 2013; Alesutan et al. 2013; Honisch et al. 2015c). 

Folglich war die Menge der Chorein-Transkripte in den behandelten ZF-Zellen 

vermindert.  

Der Gen-Knockdown von Chorein beeinträchtigte den SOCE signifikant (3.3.1). 

Ursächlich dafür war die Affektion des Ca2+-Kanalbildners Orai1 auf Transkripti-
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onsebene. Als Konsequenz zeigte sich der zelluläre Orai1-Gesamtgehalt im 

Western Blot und in der konfokalen Mikroskopie vermindert. Mittels FACS-

Analyse wurde darüber hinaus eine signifikante Verminderung von Orai1 auf 

der Zelloberfläche nachgewiesen (3.3.3).  

STIM1 und Orai1 gelten als klassische Akteure im SOCE. Hoover und Lewis 

zeigten in humanen embryonalen Nierenzellen (engl. „Human embryonic kidney 

cells“, HEK293), dass ein stöchiometrisches STIM1-Orai1-Optimum existiert 

und Unter- oder Überexpressionen von Orai1 den SOCE beeinträchtigen (Hoo-

ver und Lewis 2011). Eine experimentelle Überexpression von Orai1 führte in 

Lungenkrebs-Zellen zu einer deutlichen Hemmung des SOCE (Hou et al. 2011). 

Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu der Erkenntnis, dass in vielen 

Tumorzellen mit erhöhtem SOCE Orai1 und STIM1 nicht gleichermaßen über-

exprimiert werden. So konnte in einigen Krebsarten wie dem Brustkrebs, klar-

zelligem Nierenzellkarzinom oder Ösophaguskarzinom eine Überexpression 

von Orai1 beobachtet werden, ohne dass sich die STIM1-Expression veränder-

te. Die Orai1-Überexpression ging dennoch mit einer erhöhten Aktivität des 

SOCE einher (Villalobos et al. 2016; Yang et al. 2009; Zhu et al. 2014). Auch in 

dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ein Mangel an Chorein Orai1 verringert, hin-

gegen STIM1 nicht beeinflusst (3.3.2). Eine Ursache der Diskrepanz zwischen 

den Studien könnte sein, dass die Vorläufer mancher Tumorzellen eine ungüns-

tige Stim1-Orai1-Stöchiometrie aufwiesen, die erst in der Tumorentstehung 

ausgeglichen wird. Da die Natur nach einem effizienten Zellhaushalt strebt, wä-

re dies für den SOCE jedoch wenig sinnvoll. Denkbar ist stattdessen, dass die 

Funktion des konstant exprimierten Proteins durch ein zusätzliches Analogon 

kompensiert wird. Hinsichtlich der Orai-Proteine etwa können in Einzelfällen, 

wie beim Östrogenrezeptor-positiven Brustkrebs, Orai-Homologe die Orai1-

Funktion übernehmen (Motiani et al. 2010).  

Die Austauschbarkeit der STIM-Proteine ist hingegen prinzipiell nicht ohne wei-

teres gegeben, da dem Homolog STIM2 aufgrund der zu STIM1 geminderten 

Ca2+-Affinität eher die Aufrechterhaltung der basalen [Ca2+]i zugeschrieben 

wird. Zudem ist sein Wirkungspotential geringer (Liou et al. 2005; Brandman et 

al. 2007). Eine Gen-Ausschaltung von STIM2 wirkt sich somit kaum auf den 
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SOCE aus (Peel et al. 2006), während eine Überexpression von STIM2 sogar 

den STIM1-vermittelten SOCE kompetitiv behindern kann (Soboloff et al. 

2006b). Beachtlich ist jedoch, dass in humanen embryonalen Nierenzellen und 

humanen Melanomzellen eine simultane Mehrexpression von STIM2 und Orai1 

einer Steigerung des SOCE verursacht (Soboloff et al. 2006a; Stanisz et al. 

2014). Im Plattenepithelkarzinom des Ösophagus zeigte sich eine markante 

Rolle von STIM2 und Orai1 für den SOCE, nicht zuletzt da ein Gen-Knockdown 

von STIM1 den SOCE nicht beeinflusst (Zhu et al. 2014).  

Tatsächlich zeigt sich in dieser Arbeit, dass der Gen-Knockdown von Chorein 

die Expression der STIM2, nicht aber der STIM1, hemmt. Die funktionelle Rolle 

von STIM2 im SOCE wurde in dieser Arbeit nicht untersucht und könnte bei-

spielsweise mit einem Gen-Knockdown von STIM2 und nachfolgender Messung 

des SOCE erfolgen. Es ist nach den Erkenntnissen aus der Literatur daher an-

zunehmen, hier jedoch nicht bewiesen, dass Chorein durch die simultane Über-

expression von Orai1- und STIM2 die Aktivität des SOCE fördert. 

Es stellte sich ferner die Frage, auf welche Weise Chorein den Einfluss auf 

Orai1 und STIM2 bewirkt. Da Chorein die PI3K bekannterweise beeinflusst, lag 

es nahe, dass die Effekte über SGK1 vermittelt werden. PI3K führt zur Phos-

phorylierung der SGK1 an den Stellen Thr256 und Ser422 durch Aktivierung 

der 3-Phosphoinositid-abhängige Kinase-1 (PDK1), PDK2 und dem „mechanis-

tic Target of Rapamycin“ (mTOR) Komplex 2 (Park et al. 1999; Kobayashi und 

Cohen 1999). Die Aktivierung der SGK1 wiederum führt in embryonalen Nie-

renzellen, Mastzellen und Megakaryoblasten zu einer Steigerung des SOCE 

durch eine vermehrte Orai1-Transkription (Borst et al. 2012; Eylenstein et al. 

2011; Eylenstein et al. 2012).  

Wie in dieser Arbeit gezeigt, beeinträchtigt die Inhibition von SGK1 den SOCE 

in ZF-Zellen. Weiterhin konnte hier nachgewiesen werden, dass Chorein die 

SGK1 bereits auf Transkriptionsebene stimuliert: Der Gen-Knockdown von Cho-

rein vermindert die SGK1 Messenger-RNA deutlich (siehe 3.3.4).  

Es war bekannt, dass die SGK1 die Ubiquitinylierung von Orai1 durch die 

Ubiquitinligase Nedd4-2 verhindern kann, um den SOCE zu erhöhen (Eylen-
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stein et al. 2011). Zudem kann die SGK1 in Mastzellen und embryonalen Nie-

renzellen über die Stimulation von NFκB die Transkription der Proteine STIM1 

und Orai1 steigern (Eylenstein et al. 2012). In dieser Arbeit wurde unter Einsatz 

von Wogonin gezeigt, dass NFκB den SOCE in ZF-Zellen beeinflusst. In einem 

zweiten Schritt wurde nachgewiesen, dass Chorein NFκB reguliert: Der Gen-

Knockdown von Chorein führt zur Verminderung der NFκB1 (p50)-Transkripte 

(3.3.5). Dieses ist Bestandteil des am Häufigsten anzutreffenden NFκB-Dimers 

(Siebenlist et al. 1994).  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erweitern das Spektrum der bekannten 

Funktionen von Chorein. Durch diese Versuchsreihe wurde erstmals gezeigt, 

dass Chorein den SOCE beeinflusst. Ein Mangel an funktionsfähigem Chorein 

beeinträchtigt den SOCE und vermittelt diesen Effekt über die SGK1 sowie 

NFκB und führt zur verminderten Transkription von Orai1. 

Der Einfluss auf SGK1 unterstreicht die vielfältigen Funktionen von Chorein. 

SGK1 wird vielfach auf endo- und parakrinem Wege durch zahlreiche Hormone 

und Zytokine stimuliert und wird bei schädigenden äußeren Einflüssen wie Hy-

poxie, UV-Strahlung, oxidativem Stress oder Überwärmung vermehrt exprimiert, 

wodurch der stressinduzierte Zelltod und Gewebeischämien vermindert werden 

(Leong et al. 2003; Nishida et al. 2004; Xie et al. 2018; Lang et al. 2006). Die 

Regulation der SGK1-Transkription ist Grundlage vieler relevanter Zellfunktio-

nen, ihre Überexpression schützt vor den Folgen vital bedrohlicher Einflüsse, 

fördert das Überleben und die Therapieresistenz von Tumoren (s. 1.5).  

Die neue Erkenntnis, dass Chorein den SOCE reguliert, öffnet ein breites Feld 

weiterer tumorrelevanter Funktionen. Der SOCE spielt eine Schlüsselrolle im 

intrazellulären Ca2+-Haushalt und Ca2+-abhängigen Signalwegen und ist an vie-

len Kennzeichen von Krebs beteiligt (Hogan und Rao 2015; Fiorio Pla et al. 

2016). Zahlreiche Krebsarten sind im Hinblick auf die Invasion, Migration, 

Proliferation und das Überleben auf eine gesteigerte Aktivität des SOCE ange-

wiesen (s. 1.4).  

Chorein fördert das Überleben in ZF-Zellen. Dies ist, mindestens zum Teil, auf 

die Aktivierung der PI3K sowie BCL-2 und Hemmung von Bax zurückzuführen 
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(Honisch et al. 2015a). Mit den hier vorliegenden Ergebnissen ist davon auszu-

gehen, dass ebenfalls der SOCE an der antiapoptotischen Wirkung von Chorein 

beteiligt ist. Der SOCE vermindert die Anfälligkeit von Tumorzellen gegenüber 

Radiotherapien sowie Zytostatika wie 5-Fluorouracil, Gemcitabin oder Cisplatin 

(Kondratska et al. 2014; Schmidt et al. 2014a). Zusätzlich steigert es insgesamt 

das Überleben von Glioblastomzellen (Liu et al. 2011). Darüber hinaus ist be-

kannt, dass der SOCE die Migration, Invasion und Proliferation in Rhabdomy-

osarkomen und anderen Tumoren fördert (Schmid et al. 2016). Der SOCE sti-

muliert die Angiogenese, indem er die Produktion der vaskulären endothelialen 

Wachstumsfaktoren fördert und in den Endothelzellen selbst an der Gefäßfor-

mation beteiligt ist (Li et al. 2011b). Eine gesteigerte Aktivität des SOCE korre-

liert in vivo mit einem fortgeschrittenerem Tumorstadium, einer gesteigerten 

Therapieresistenz und einer schlechteren Prognose (Chen et al. 2011; Zhu et 

al. 2014). Es ist daher zu erwarten, dass Chorein-überexprimierende Tumore 

wie das ZF-Rhabdomyosarkom durch die Steigerung des SOCE klinisch be-

sonders aggressiv auftreten. Tatsächlich stammt die ZF-Zelllinie aus einem 

fortgeschrittenen, wenig differenzierten Rhabdomyosarkom, das multipel meta-

stasiert und bereits mit zahlreichen Chemotherapeutika vortherapiert war 

(Zaborski 2019).  

Im Kampf gegen den Krebs werden Eigenschaften gesucht, die Krebszellen von 

gesunden Zellen unterscheidet. Hierzu zählen tumorrelevante Proteine und 

Zellfunktionen, die als therapeutisches Angriffsziel dienen können. Der SOCE 

ist auf verschiedenen Ebenen wichtig für Tumorzellen. Gleichzeitig ist er ein 

Hauptbestandteil Ca2+-gesteuerter Signalwege in gesunden wie in malignen 

Zellen. Defekte im SOCE sind daher mit schwerwiegenden Folgen verbunden. 

Vor allem kommt es durch die Störung der T-Zellen, aber auch anderen Im-

munzellen, zu schweren Immundefekten, die die Lebenserwartung massiv ein-

schränken (Feske et al. 2010). Ein Mangel an Chorein schränkt den SOCE ein, 

ein Defekt von Chorein hingegen ist nicht mit einer frühen Letalität verbunden. 

Der klinische Verlauf der Chorea-Akanthozytose beim Menschen verdeutlicht, 

dass selbst der vollständige Funktionsverlust von Chorein mit dem Leben ver-

einbar ist. Die klinisch relevante Symptomatik, obwohl progressiv bis hin zum 
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Tod, beginnt beim Menschen im Mittel erst um das 30. Lebensjahr (siehe 1.1.1). 

Bei einer spezifischen Hemmung von Chorein in vivo wären somit keine akut 

relevanten, Chorein-assoziierten Nebenwirkungen zu erwarten. Chorein ist da-

her aus funktioneller Sicht ein potenziell geeignetes Zielprotein in der Krebsthe-

rapie. Ein Ausschalten von Chorein könnte durch die Hemmung des SOCE 

nicht nur die Sterberate von Tumorzellen erhöhen, sondern sie gleichzeitig für 

Chemo- und Radiotherapien sensibilisieren. Darüber hinaus ist aufgrund bereits 

der genannten Wirkungen des SOCE die Hemmung des Tumorwachstums und 

der Metastasierung zu erwarten. Voraussetzung für die Wirkung einer Chorein-

Hemmung ist jedoch eine gesteigerte Chorein-Expression der Tumorzellen 

(Honisch et al. 2015a). 

Die Steuerung des SOCE durch Chorein hat nicht nur Bedeutung in Tumorzel-

len. Als ein zentraler Bestandteil des intrazellulären Ca2+-Haushaltes erfüllt der 

SOCE vielfältige Zellfunktionen. Er ist beteiligt an Signalwegen durch Ca2+-

Oszillationen, die innerhalb subzellulärer Mikrodomänen stattfinden, und kon-

trolliert zahlreiche zellspezifische Funktionen, wie der Aktivierung von Immun-

zellen und Thrombozyten, Myogenese und Muskelkontraktilität, axonale Ausrei-

fung und neuronale Plastizität, oder unterschiedlicher Sekretionsmechanismen 

(Kar et al. 2011) (siehe 1.3.3.5). Teilweise korrelieren die Folgen eines gestör-

ten SOCE mit der Klinik der Chorea-Akanthozytose (ChAc), sodass ein Zu-

sammenhang zu vermuten ist. So sind Störungen des SOCE mit Myopathien 

verbunden (Cho et al. 2017; Lacruz und Feske 2015; Wei-Lapierre et al. 2013), 

welche auch bei der Chorea-Akanthozytose zu beobachten sind (Saiki et al. 

2007). Zudem führt ein Defekt von Chorein ebenso wie ein Defekt des SOCE 

zum Untergang von Neuronen. Die Wiederherstellung des SOCE konnte das 

Zellüberleben von ChAc-Neuronen verbessern, eine vielversprechende Er-

kenntnis für betroffene Patienten (Pelzl et al. 2017a).  

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass der speicherabhängige 

Kalziumeinstrom abhängig von Chorein ist. In ZF-Rhabdomyosarkom-Zellen, 

die besonders viel Chorein exprimieren, verringert der Gen-Knockdown von 

Chorein den speicherabhängigen Kalziumeinstrom signifikant. Somit fördert 

Chorein mutmaßlich den SOCE. Ein Mangel an Chorein verringert die Expres-
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sion des Kanalproteins Orai1 sowie des Ca2+-Sensorproteins STIM2, bei jedoch 

unveränderter Expression von STIM1. Die Effekte erreicht Chorein durch die 

Stimulation der Expression der Serum- und Glukokortikoid-regulierten Kinase 1, 

einem Zielprotein des Phosphoinositid-3-Kinase-Weges, sowie des Transkripti-

onsfaktors NFκB.  

Aus den Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass Chorein einen beachtlich 

höheren Einfluss auf die grundlegenden Eigenschaften von Tumorzellen haben 

kann als bislang angenommen. Chorein beeinflusst den SOCE, welcher ein be-

deutsamer Bestandteil des intrazellulären Ca2+-Haushaltes ist und zahlreiche 

Zellfunktionen steuert. Der SOCE ist ein bedeutsamer Förderer Krebs-

definierender Eigenschaften wie der Invasion, Migration, Proliferation, dem 

Überleben und der Stimulation der Angiogenese und ist mit einer gesteigerten 

Therapieresistenz sowie einer schlechteren Krankheitsprognose verbunden. Ein 

Funktionsverlust von Chorein wirkt sich auf den restlichen Organismus zu-

nächst kaum aus, erst mit einer Latenz von im Mittel etwa 30 Lebensjahren 

kommt es zu einer klinischen Relevanz mit dem vorherrschenden Bild der Neu-

rodegeneration. Funktionsverluste des SOCE sind hingegen mit erheblich 

schwereren, früh einsetzenden Folgen verbunden. Chorein besitzt daher ein 

hohes Potenzial als Zielprotein einer Krebstherapie in Chorein-

überexprimierenden Tumoren. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Chorein ist ein Protein, das durch das Gen VPS13A (Vesikel-assoziiertes 

Membranprotein 8) codiert wird. Ein Defekt in diesem Gen führt zur Chorea-

Akanthozytose, einer Erkrankung, die durch eine progrediente 

Neurodegeneration sowie Akanthozytose gekennzeichnet ist. Chorein ist an 

Vorgängen der Exozytose und des intrazellulären Lipidtransportes beteiligt und 

stabilisiert das Zytoskelett. Zudem kann Chorein durch die Aktivierung der 

Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) das Überleben von Tumorzellen fördern. Das 

Überleben sowie weitere Tumor-definierende Eigenschaften wie die 

Proliferation, Migration und Invasion werden wesentlich durch intrazelluläre 

Ca2+-Signalvorgänge beeinflusst. Leeren sich die intrazellulären Ca2+-Speicher, 

werden sie durch den Speicherabhängigen Kalziumeinstrom (SOCE) 

wiederbefüllt. Die Hauptaktuere des SOCE, das Ca2+-Sensorprotein Stromales 

Interaktionsmolekül 1 (STIM1) und den Ca2+-Kanalprotein Orai1, werden in ihrer 

Transkription durch die Serum- und Glukokortikoid-regulierte Kinase 1 (SGK1) 

und den Transkriptionsfaktor Nukleärer Faktor kappa B (NFκB) reguliert. SGK1 

wiederum ist ein Zielprotein des PI3K-Weges. In dieser Arbeit wurde daher 

untersucht, ob Chorein SOCE und seine Komponenten beeinflusst und dieser 

Effekt auf die Veränderung der SGK1 zurückzuführen ist. Die alveoläre 

Rhabdomyosarkomzellinie ZF weist eine hohe Expression und Abhängigkeit 

von Chorein auf und diente als Modell für die Untersuchungen. 

Um die Wirkung von Chorein zu untersuchen, wurde die Chorein-Expression in 

ZF-Zellen mittels Knockdown des Gens VPS13A vermindert. SOCE wurde 

durch die Messung der intrazellulären Ca2+-Konzentration mit dem Farbstoff 

Fura-2 nach Leerung der intrazellulären Ca2+-Speicher mittels Thapsigargin 

fluoreszenzmikroskopisch erfasst. Die Transkription von Chorein, SGK1, NFκB, 

STIM1, STIM2 und Orai1 wurden mit Hilfe der Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion nach reverser Transkription (RT-PCR) quantifiziert. Die Orai1 

Proteinmenge wurde mittels Western Blot, Durchflusszytometrie (FACS) und 

konfokaler Fluoreszenzmikroskopie dargestellt.  
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Nach dem Gen-Knockdown von VPS13A konnte ein geringerer SOCE 

beobachtet werden. Diese basierte auf einer Verminderung der Orai1-

Expression mit Reduktion der Orai1-Proteinmenge in der gesamten Zelle sowie 

auf der Zelloberfläche. Zusätzlich zeigte sich eine verminderte Expression von 

STIM2, nicht aber von STIM1. Der Gen-Knockdown von VPS13A führte zu 

einem Rückgang der SGK1- und NFκB1-Transkription. Versuche mit dem 

Orai1-Inhibitor 2-Aminoethoxydiphenylborat, SGK1-Inhibitor EMD638683 und 

NFκB-Inhibitor Wogonin resultierten ebenfalls in einer Verminderung des 

SOCE. 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Chorein SOCE in ZF-

Rhabdomyosarkomzellen beeinflusst. Dies erfolgt durch die Steuerung der 

Orai1- und STIM2-Expression, ein Effekt, der mindestens zum Teil auf die 

Aktivierung von SGK1 und NFκB zurückzuführen ist. Die Ergebnisse 

bekräftigen die Rolle von Chorein in Tumorzellen und ihr therapeutisches 

Potenzial in der Krebstherapie. 
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