
     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Charakterisierung der Serin-/Threonin-Proteinkinase SRPK3 in 

Drosophila melanogaster und Phosphorylierungsstudien an  

Synapsin 
 
 
 
 
 

Dissertation zur Erlangung des 

naturwissenschaftlichen Doktorgrades 

der Bayerischen Julius-Maximilians-Universität Würzburg 

  

vorgelegt von 

 

Vanessa Nieratschker  

aus 

Werneck  

  

  

Würzburg, 2008 

 

 



     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Eingereicht am:  

 

 

Mitglieder der Promotionskommission: 

 

Vorsitzender: Prof. Dr. Müller 

 

Gutachter: Prof. Dr. Buchner 

 

Gutachter: Prof. Dr. Krohne 

 

 

 

Tag des Promotionskolloquiums:  

 

Doktorurkunde ausgehändigt am:  

 

 

 

 

 



     

 

 

 

 

 

 
Meiner Familie  

zum Dank für Eure Liebe und Unterstützung  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



     

Inhalt 
 
 
1. Einleitung 

1.1 Drosophila melanogaster als Modellorganismus der neurobiologischen Forschung       8 

1.2 Molekulare Vorgänge an der Synapse          9 

1.3 Die aktive Zone der Synapse          11 

1.4 Das Bruchpilot-Protein aus Drosophila melanogaster       13 

1.5 Spleißen eukaryotischer prä-messenger RNA        15 

1.6 SR-Proteine                       17 

1.7 SR-Proteinkinasen und deren regulatorischer Einfluss auf den Spleißvorgang    19 

1.8 Die Serin-/Threonin-Proteinkinase (SRPK3) in Drosophila melanogaster     21  

1.9 Synapsin             23 

1.10 Ziele der Arbeit              28 

 

2. Material und Methoden        

2.1 Chemikalien             30 

2.2 Fliegenlinien             30 

2.3 Oligonukleotide            31 

2.4 Drosophilazucht            32 

2.5 Arbeiten mit Bakterienkulturen          32 

 2.5.1 Flüssigkultur                                                                                    32 

 2.5.2 Plattenkultur         32 

 2.5.3 Glycerinstock         33 

 2.5.4 Herstellung hitzekompetenter Bakterienzellen       33 

 2.5.5 Transformation hitzekompetenter Bakterienzellen    33 

2.6 Molekularbiologische Methoden            34 

2.6.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)        34 

2.6.2 Gelelektrophorese           35 

2.6.3 Konzentrationsbestimmung von DNA        35 

2.6.4 Aufreinigen von DNA-Fragmenten        36 

            2.6.5 Sequenzierung     36 

2.6.6 Isolation totaler RNA und reverse Transkription der mRNA     36 

2.6.7 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung von Vektoren      37 

2.6.8 Ligation            37 



     

2.6.9 Präparation von Plasmid-DNA         37 

2.6.10 Isopropanolfällung von DNA         37 

2.6.11 Single Fly-PCR          37 

2.6.12 Klonierung von GFP-getaggten SRPK3-Konstrukten     38 

2.6.13 Klonierung eines Srpk3-RF-Rettungskonstruktes      39 

2.6.14 Klonierung von Myc-getaggten SRPK3-Isoformen für die Zellkultur   39 

2.7 Proteinbiochemische Methoden          40 

2.7.1 SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese)   40 

2.7.2 Western Blot und ECL (Enhanced Chemiluminescence) - Nachweis der      

  geblotteten Proteine          41 

2.7.3 Coomassie-Färbung von SDS-PAGEs        42 

2.7.4 Bradford-Test zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen     42 

2.7.5 Immunopräzipitation          43 

2.7.6 Co-Immunopräzipitation         44 

2.8 Immunfluoreszenzfärbung larvaler Nerv-Muskel-Präparat       45 

2.8.1 Herstellung larvaler Nerv-Muskel-Präparate       45 

2.8.2 Herstellung der Fixierlösung (4% Paraformaldehyd)      45 

2.8.3  Immunfluoreszenzfärbung larvaler Nerv-Muskel-Präparate     46 

2.9 DAB-Färbung adulter Gehirnschnitte         47 

2.10 Herstellung von Antikörpern          47 

2.10.1 Generierung von Peptiden zur Immunisierung, Immunisierung von  

Kaninchen und Gewinnung des polyklonalen Serums      47 

2.10.2 Klonierung von His-Fusionsproteinen zur Antikörpergewinnung    48 

2.10.3 Induktion der Proteinexpression in Bl21-Zellen und Aufreinigung der His- 

Fusionsproteine           48 

2.10.4 Fällung der Fusionsproteine         49 

2.10.5 Immunisierung von Meerschweinchen       49 

2.10.6 Gewinnung des polyklonalen Serums       49 

2.10.7 Affinitätsreinigung der Antikörper        50 

2.11 Kultur und Transfektion von HEK293-Zellen        51 

2.12 In vitro Phosphorylierung synthetischer Peptide                 52                            

 2.12.1 In vitro Phosphorylierungsassays mit SRPK3      52 

2.12.2 In vitro Phosphorylierung von Synapsinpeptiden      53 

 



     

2.13 Keimbahntransformation          54 

2.14 Das Gal4-UAS-System           55 

2.15 Jump-out-Mutagenese zur Herstellung einer SRPK3-Nullmutante     55 

 

3. Ergebnisse 

3. 1. Aufbau des Srpk3-Genlokus          57  

3.2 Die SRPK3 zeigt deutliche Homologien zu SR-Proteinkinasen      60 

3.3 Phänotypen der hypomorphen SRPK3-Mutante Srpk3P1und Versuche zu deren  

Rettung            62 

3.4 Herstellung von Antiseren gegen die SRPK3        65 

3.5 Klonierung von GFP-getaggten Versionen der SRPK3 und deren Expression in  

           Drosophila melanogaster          70 

3.6 Jump-out-Mutagenese zur Herstellung einer SRPK3-Nullmutante     73 

3.7 Phänotypen der SRPK3-Nullmutante und Versuche zu deren Rettung     79 

3.8 Untersuchungen zu den Mechanismen des Einflusses der SRPK3-Mutation auf das  

Aktive Zone-Protein Bruchpilot           85 

3.8.1 Die ektopische Überexpression von Bruchpilot im Nervensystem führt  

ebenfalls zu Proteinaggregaten        85 

3.8.2 Die Verteilung des Bruchpilot-Proteins an den Aktiven Zonen der  

Synapsen ist in SRPK3-Mutanten nicht qualitativ unterschiedlich zum    91 

Wildtyp      

3.8.3 Eine direkte Interaktion zwischen Bruchpilot und der SRPK3 konnte nicht  

nachgewiesen werden          92 

3.8.4 Bruchpilot ist vermutlich kein Substrat der SRPK3      95 

3. 9. In vitro Phosphorylierung von Synapsin-Peptiden       97 

 

4. Diskussion 

4.1 Aufbau des Srpk3-Genlokus          99 

4.2 Die SRPK3 zeigt deutliche Homologien zu SR-Proteinkinasen               101 

4.3 Phänotypen der hypomorphen SRPK3-Mutante Srpk3P1 und Versuche zu 

 deren Rettung          101 

4.4 Herstellung von Antiseren gegen die SRPK3      103 

4.5 Klonierung von GFP-getaggten Versionen der SRPK3 und deren Expression in  

Drosophila melanogaster        105 



     

4.6 Jump-out-Mutagenese zur Herstellung einer SRPK3-Nullmutante   107 

4.7 Phänotypen der SRPK3-Nullmutante und Versuche zu deren Rettung   108 

4.8 Untersuchungen zu den Mechanismen des Einflusses der SRPK3-Mutation auf das    

Aktive Zone Protein Bruchpilot       110 

4. 9 In vitro Phosphorylierung von Synapsin-Peptiden     116 

 

5. Ausblick           119 

6. Zusammenfassung         121 

7. Summary           124 

8. Literaturverzeichnis         127 

9. Abkürzungen          145 

10. Anhang            

10.1. Vektoren          147 

10.1.1 pP[UAST]          147 

10.1.2 pET-28a-c(+)         148 

10.1.3 pcDNA3.1myc         149 

10.2 Genomische Region des Srpk3-Gens       150 

 

 



1. Einleitung  8   

1. Einleitung 

 
1.1 Drosophila melanogaster als Modellorganismus der neurobiologischen 

Forschung 

 
Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist ein beliebter Modellorganismus der 

genetischen, entwicklungsbiologischen, aber auch neurobiologischen Forschung. Ihren 

Siegeszug durch die wissenschaftlichen Labors trat sie an, nachdem es Thomas Morgan 1909 

gelang, durch Kreuzungsversuche mit Drosophila melanogaster die Lokalisation von Genen 

auf dem Chromosom zu bestimmen. Ein großer Teil unseres heutigen Wissens über 

genetische Vorgänge, wie z.B. Rekombination und die Entstehung von Mutationen, stammt 

aus Forschungsarbeiten an Drosophila melanogaster. Gründe, Drosophila melanogaster als 

Modellorganismus anderen etablierten Modelorganismen vorzuziehen, gibt es sicher 

zahlreiche. Besonders hervorzuheben ist hier die kostengünstige Haltung der Tiere im Labor, 

die kurze Generationsdauer, die es erlaubt rasch genetische Manipulationen vorzunehmen, die 

große Zahl an Nachkommen, sowie die Anwendbarkeit zahlreicher, relativ einfacher 

Methoden zur genetischen Manipulation. Für die neurobiologische Forschung eignet sich 

Drosophila melanogaster, da sie trotz eines recht einfach  aufgebauten Gehirns, bestehend aus 

nur ca. 200.000 Neuronen, zu komplexer Verhaltensleistung fähig ist. Damit kann sie als 

Modell dienen, um die zugrunde liegenden Mechanismen auch komplexer neuronaler 

Leistungen von Säugern, einschließlich des Menschen aufzuklären. Das menschliche Gehirn 

ist mit seiner großen Zahl an Neuronen (ca. 1010 - 1012 Nervenzellen) und den unzähligen 

synaptischen Verbindungen zu komplex, um grundlegende Mechanismen gut erforschen zu 

können. Trotz des einfachen Aufbaus des Drosophila-Nervensystems und des großen 

phylogenetischen Abstands zum Menschen, sind zahlreiche neuronale Proteine zB. Sap47 

oder Synapsin von der Fliege bis zum Menschen konserviert. Das Genom von Drosophila 

melanogaster ist gezielten Mutationen einzelner Gene viel leichter zugänglich, als das anderer 

Modellorganismen z.B. der Maus. Somit kann Drosophila melanogaster dazu dienen, die 

Funktion einzelner neuronaler Proteine durch gezielte Mutationsanalysen aufzuklären. Auch 

ist es möglich einzelne Nervenzellen der Fliege durch die Expression von Neurotoxinen 

abzuschalten (Sweeney et al., 1995; Heimbeck et al., 1999; Baines et al., 1999), oder durch 

die Expression lichtaktivierter Ionenkanäle anzuschalten (Schroll et al., 2006), um zelluläre 

Verschaltungen im neuronalen System aufzuklären. Die durch solche Studien an Drosophila 
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gewonnenen Erkenntnisse können dann, aufgrund des hohen Konservierungsgrades wichtiger 

Proteine und Mechanismen, auf höhere Organismen, einschließlich des Menschen übertragen 

werden.  

 

1.2 Molekulare Vorgänge an der Synapse 

 
Ein wichtiger Baustein zur Bildung der komplexen neuronalen Netzwerke ist die Synapse, die 

Schaltstelle zwischen zwei Neuronen, bzw. einem Neuron und den Erfolgsorganen. Zwei 

grundlegende Mechanismen der Reizweiterleitung an der Synapse sind bekannt. Zum einen 

können neuronale Signale über elektrische Synapsen an nachgeschaltete Neurone 

weitergeleitet werden. Dabei ist das präsynaptische Neuron über Gap junctions elektrisch mit 

dem postsynaptischen Neuron gekoppelt. Das präsynaptische Signal führt, über eine direkte 

Weiterleitung des Stromflusses über diese Gap junctions in die postsynaptische Zelle, zu einer 

sehr raschen Reizübertragung. Daher kommt die elektrische Synapse dort zum Einsatz, wo 

eine schnelle Reizweiterleitung notwendig ist, z.B. zwischen der lateralen Riesenfaser und 

dem nachgeschalteten motorischen Axon des Flusskrebses. Dort dient sie zur Umsetzung 

einer Fluchtbewegung, die natürlich rasch ausgeführt werden muss. Die Mehrzahl aller 

Synapsen im Nervensystem aber sind chemische Synapsen, bei denen die Reizweiterleitung 

über einen Neurotransmitter erfolgt. Erreicht ein Aktionspotential die synaptische Endigung, 

kommt es dort zur Depolarisation der Membran. Diese Depolarisation führt zur Öffnung von 

Kalziumkanälen. Kalziumionen strömen in die Synapse und lösen die Verschmelzung der 

Transmitter-beladenen synaptischen Vesikel mit der präsynaptischen Membran an der 

Aktiven Zone der Synapse aus. Durch diese Exocytose wird der Neurotransmitter in den 

synaptischen Spalt freigesetzt, diffundiert zur postsynaptischen Membran und bindet dort an 

spezifische Rezeptoren. Diese Transmitterbindung öffnet Ionenkanäle der postsynaptischen 

Membran, durch die Ionen entlang ihres elektrochemischen Gradienten fließen und somit das 

präsynaptische Signal in die postsynaptische Zelle übertragen können. Oder diese 

Transmitterbindung moduliert über intrazelluläre Signalkaskaden Erregbarkeit, Stoffwechsel 

oder Genexpression der Zelle.  

Die synaptischen Vesikel durchlaufen an der synaptischen Endigung einen Zyklus (Übersicht 

bei Richmond und Broadie, 2002; Südhof, 2004), der in mehrere Schritte unterteilt werden 

kann (vgl. Abb. 1.1).  

 

 



1. Einleitung  10   

 
 
Abb. 1.1: Der Zyklus der synaptischen Vesikel: Die synaptischen Vesikel durchlaufen einen Zyklus, der in 

mehrer Schritte unterteilt werden kann. Nähere Erläuterungen im Text (entnommen aus Fernández-Chacón und 

Südhof, 1999). 

 

Zunächst werden die Neurotransmitter in die synaptischen Vesikel transportiert. Diese 

gefüllten Vesikel wandern dann an die aktive Zone der Synapse und bilden dort Kontakte mit 

der präsynaptischen Membran aus. Dieser Schritt wird als „docking“ bezeichnet. Im nächsten 

Schritt („priming“) durchlaufen die synaptischen Vesikel einen Reifungsprozess, durch den 

sie kompetent werden für die sich anschließende, durch den Kalziumeinstrom gesteuerte 

Fusion mit der Plasmamembran. Auch die Kalziumkanäle sind an der präsynaptischen 

Membran der Aktiven Zone angesiedelt, somit können Kalzuimeinstrom und 

Transmitterausschüttung in räumlicher Nähe stattfinden (Robitaille et al., 1990; Kawasaki et 

al., 2004). Nach der Transmitterausschüttung werden die synaptischen Vesikel durch 

Endozytose wiedergewonnen und recycled. Dies kann durch einen von drei alternativen 

Mechanismen ablaufen. Beim so genannten „kiss-and-stay“-Mechanismus werden die Vesikel 

wieder mit Neurotransmittern befüllt, ohne zuvor von der präsynaptischen Plasmamembran 

gelöst zu werden. Beim „kiss-and-run“-Mechanismus werden die synaptischen Vesikel von 

der Plasmamembran gelöst, dann aber ortsnah wiederbefüllt und durchlaufen den Zyklus 

erneut. Die dritte Möglichkeit zur Endozytose der synaptischen Vesikel verläuft über einen 

Clathrin vermittelten Mechanismus, entweder direkt, oder über die Aufnahme der Membran 

der synaptischen Vesikel in endosomale Kompartimente. Aus diesen endosomalen 

Kompartimenten werden die Vesikel in einem als „budding“ bezeichneten Schritt regeneriert. 

Nun können sie erneut mit Neurotransmittern befüllt werden und den Zyklus durchlaufen. An 
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diesem Zyklus ist eine Vielzahl von Proteinen beteiligt, von denen nur einige in ihrer 

Funktionsweise bisher verstanden sind. So bildet sich während dem „priming“ ein als SNARE 

(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor) bezeichneter Komplex 

zwischen Synaptobrevin, einem Protein des synaptischen Vesikels und den 

Plasmamembanproteinen Syntaxin und SNAP-25 (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 

attachment protein 25). Diese Komplexbildung ist notwendig, damit die synaptischen Vesikel 

anschließend auf einen Kalziumeinstrom durch die Fusion mit der Plasmamembran reagieren 

können. Die beiden Proteine unc-13 und RIM scheinen die Bildung dieses Komplexes zu 

stabilisieren, wohingegen das Protein NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein) zur 

Auflösung des Komplexes notwenig ist. Die Kalzium-abhängige Fusion der Vesikel mit der 

präsynaptischen Membran wird durch den Kalziumsensor Synaptotagmin vermittelt. 

Synaptotagmin scheint der hauptsächliche Faktor zu sein, der diese Rolle erfüllt, allerdings 

sind auch weitere Proteine an der Kalzium-vermittelten Fusion der Vesikel mit der 

präsynaptischen Membran beteiligt. Das integrale Vesikel-Protein Synaptotagmin enthält eine 

Kalziumbindedomäne und interagiert darüber hinaus mit dem SNARE-Komplex. Über die 

Kalziumbindedomäne kann der Kalziumeinstrom in die Synapse detektiert werden. Dies führt 

letztlich zur Transmitterfreisetzung, wobei der genaue Mechanismus dieser Kalzium-

abhängigen Fusion noch nicht verstanden ist. Nur eines der vielen Proteine, die an der 

anschließenden Endozytose der synaptischen Vesikel beteiligt sind, ist Dynamin. Dynamin ist 

notwendig, um die synaptischen Vesikel wieder von der Plasmamembran zu lösen, 

unabhängig von der speziellen Form der Endozytose. Nach der Endozytose und der erneuten 

Befüllung mit Neurotransmitter werden die synaptischen Vesikel entweder wieder an die 

Aktive Zone der Synapse transportiert, oder sie werden im so genannten „reserve-Pool“ 

gelagert. Dieser „reserve-Pool“ wird bei höherer Aktivität der Synapse benötigt. Ein 

bekanntes synaptisches Protein, das am Aufbau des „reserve-Pools“ beteiligt zu sein scheint, 

ist das Synapsin. Dieses Protein ist Teil dieser Arbeit und wird im Kapitel 1.9 genauer 

vorgestellt.  

 

1.3 Die aktive Zone der Synapse 

 
Wie in Kapitel 1.2 schon erwähnt, findet die Neurotransmitterausschüttung an bestimmten 

Membranstrukturen innerhalb der synaptischen Endigung, den Aktiven Zonen statt (Couteaux 

und Pecot-Dechavassine, 1970). Diese Aktiven Zonen sind exakt gegenüber der so genannten 

„post-synaptic-density“ angeordnet, der Bereiche der postsynapischen Membran, die die 
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Rezeptormoleküle enthält. Die Aktiven Zonen bestehen aus der präsynaptischen Membran 

gegenüber der „post-synaptic-density“, elektronendichten Projektionen, an denen die 

synaptischen Vesikel verankert sind, sowie spezifischen Elementen des Cytoskellets, der so 

genannten „cytomatrix at the active zone“ (CAZ) (reviewed in Dresbach et al., 2001 und 

Schoch und Gundelfinger, 2006). Diese drei grundlegenden Komponenten sind allen Aktiven 

Zonen gemeinsam, auch wenn Form und Größe der Aktiven Zonen in den verschiedenen 

Spezies variieren (vgl. Abb. 1.2). Die elektronendichten Projektionen der Aktiven Zone in 

Drosophila melanogaster haben z.B. eine T-förmige Struktur und werden daher auch T-bar 

genannt (vgl. Abb. 1.2).  

 

 
 

Abb. 1.2: Die Aktive Zone der Synapse variiert in ihrer Größe und Form in verschiedenen Spezies, ihr 

grundlegender Aufbau ist allerdings gleich (entnommen aus Wagh, 2005; verändert nach Zhai und Bellen, 

2004) 

 

Die CAZ wird sowohl aus generellen Proteinen des Cytoskellets, z.B. Myosin und Aktin 

aufgebaut, als auch aus weiteren, synapsenspezifischen Proteinen. Obwohl die genaue 

molekulare Zusammensetzung der CAZ noch nicht vollständig bekannt ist, konnten einige der 

Proteine, die am Aufbau der CAZ beteiligt sind, identifiziert und ihre Funktion teilweise 

aufgeklärt werden. So interagiert das CAZ-Protein RIM (Rab-3-interacting molecule) mit der 

GTPase Rab-3 (Wang et al., 1997), die mit der Membran der synaptischen Vesikel assoziiert 
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ist (Übersicht bei Südhof, 2004). Unc13-1 (Brose et al., 1995; Betz et al., 1998) interagiert 

wiederum mit RIM (Betz et al., 2001), beide Proteine stabilisieren dann den SNARE-

Komplex und sorgen damit für das „priming“ der synaptischen Vesikel (Übersicht bei Südhof, 

2004). Diese beiden Proteine sind evolutionär von C. elegans bis zum Menschen konserviert. 

Dagegen sind zwei weitere Komponenten der CAZ, die Proteine Piccolo (Cases-Langhoff et 

al., 1996; Fenster et al., 2000) und Bassoon (tom Dieck et al., 1998), nur in Säugern zu finden. 

Von diesen beiden großen Strukturproteinen nimmt man an, dass sie die CAZ strukturell 

organisieren. Die ERCs (ELKS/RIM/CAST), strukturelle Proteine, die mit der CAZ assoziiert 

sind, binden ebenfalls an RIM (Wang et al., 2002; Ohtsuka et al., 2002). So auch α-Liprin 

(Schoch et al., 2002), das außerdem auch an ERCs (Ko et al., 2003) und Rezeptor-Protein-

Thyrosin-Phosphatasen (Serra-Pages et al., 1998) bindet. RIMs sind also durch ihre Bindung 

an viele weitere synaptische Proteine ein zentraler Bestandteil der Aktiven Zone der Synapse. 

Durch seine Bindung an Rab-3, sorgt RIM z.B. für die Vernetzung der synaptischen Vesikel 

mit der Aktiven Zone der Synapse (Wang et al., 1997), während es zusammen mit unc-13 das 

„priming“ der synaptischen Vesikel ermöglicht (Übersicht bei Südhof, 2004). Die ERCs 

wurden erst kürzlich als Bestandteile der CAZ entdeckt (Wang et al., 2002; Ohtsuka et al., 

2002). Ihre Bindung an RIM, scheint zur Rekrutierung des RIM-Rab-3-Komplexes zu führen 

und somit die synaptischen Vesikel an der Aktiven Zone zu verankern (Ohtsuka et al., 2002). 

Inzwischen konnte ein ERC-Homolog auch in Drosophila melanogaster gefunden werden 

(Bruchpilot, BRP) (Wagh et al., 2006). Der N-terminale Teil des Drosophila-Bruchpilot-

Proteins zeigt 67% Übereinstimmung sowohl mit dem C. elegans-ERC, als auch mit dem  

humanen ERC, außerdem enthält das Bruchpilot-Protein drei konservierte Domänen, 

innerhalb derer die Übereinstimmung noch höher ist (Wagh et al., 2006). Die Lokalisation des 

Bruchpilot-Proteins an der Aktiven Zone der Synapse konnte bestätigt werden 

(Wucherpfennig et al., 2003; Wagh et al., 2006). Neben den hier erwähnten Proteinen, sind 

noch zahlreiche weitere am Aufbau und der Funktion der Aktiven Zone der Synapse beteiligt. 

Die Rolle vieler dieser Proteine ist noch nicht genau verstanden und wird momentan intensiv 

erforscht. Eines der Proteine, das gegenwärtig in den Focus der Forschung gerückt ist, ist das 

Bruchpilot-Protein aus Drosophila melanogaster.  

 

1.4 Das Bruchpilot-Protein aus Drosophila melanogaster 

 
Wie in Kapitel 1.3 bereits erwähnt, ist das Bruchpilot-Protein aus Drosophila melanogaster 

ein Protein der Aktiven Zone der Synapse, das hohe Homologien zu den ERC-Proteinen 
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aufweist (Wagh et al., 2006). Identifiziert wurde das Bruchpilot-Protein in einem reverse 

genetischen Ansatz, d. h. ausgehend von dem monoklonalen Antikörper nc82 (Hofbauer, 

1991) wurde durch 2D-Gelelektrophorese und massenspektroskopische Analysen das Antigen 

identifiziert und durch anschließende RT-PCR-Experimente dem entsprechenden Gen 

zugeordnet (Wagh, 2005; Wagh et al., 2006). Ein genetischer knock-down des Bruchpilot-

Proteins durch RNAi (Fire er al., 1998), oder gar ein völliger knock-out, führen zu 

zahlreichen Defekten im Nervensystem der Fliegen (Wagh et al., 2006; Kittel et al., 2006). So 

führt ein knock-down der Bruchpilot-Expression zu starken Einschränkungen der 

Lebensfähigkeit der Tiere (Wagh et al., 2006), der komplette genetische knock-out von 

Bruchpilot hat Letalität im späten Larvenstadium zur Folge (Kittel et al., 2006). Die 

Herunterregulation, oder der knock-out der Bruchpilot-Expression führt strukturell zu einem 

Verlust der T-bars der Aktiven Zone der Synapse, auch die Zahl von Kalziumkanälen an der 

Aktiven Zone der Synapse ist in Bruchpilot-knock-out-Tieren reduziert, die „presynaptic-

density“ ist in diesen Tieren aber dennoch vorhanden (vgl. Abb. 1.3). Somit scheint 

Bruchpilot notwendig zu sein, um die T-bars und eventuell auch die Kalziumkanäle an der 

präsynaptischen Membran zu verankern (Wagh et al., 2006; Kittel et al., 2006). 

 

        
 

Abb. 1.3: Genetischer knock-down der Bruchpilot-Expression führt zu einem Verlust der T-bars. Die 

„presynaptic-density“ ist allerdings noch vorhanden. Abbildung B zeigt die Photorezeptor-Synapse eines 

Kontrolltieres, Abbildung D, die eines Bruchpilot-RNAi-Tieres (modifiziert aus Wagh et al., 2006). 

 

Die strukturellen Defekte, ausgelöst durch die verminderte Bruchpilot-Expression, führen 

auch zu messbaren physiologischen Folgen. So wird die synaptische Transmission an der 

larvalen neuromuskulären Synapse, durch die starke Einschränkung der Bruchpilot-

Expression, um ca. 50% reduziert (Wagh et al., 2006). Dieser Defekt der synaptischen 

Transmission, der hier an der larvalen neuromuskulären Synapse gemessen wurde, trifft sicher 

auch auf adulte Tiere zu, denn Verhaltensanalysen adulter Bruchpilot-RNAi-Tiere zeigten, 
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dass diese Fliegen starke Defekte aufweisen. So sind diese Tiere z.B. in ihrer Motivation zur 

Lokomotion stark eingeschränkt, ebenso in ihrem Flugverhalten. Selbst wenn die Tiere 

gezwungen wurden zu fliegen, waren sie nicht in der Lage einen stabilen Flug zu zeigen, 

sondern stürzten zu Boden. Aufgrund dieses Phänotyps erhielt das Protein letztlich den 

Namen „Bruchpilot“ (Wagh et al., 2006). Mit der Identifikation dieses wichtigen Proteins der 

Aktiven Zone in Drosophila ergeben sich nun zahlreiche neue Möglichkeiten, die molekulare 

Zusammensetzung und Funktion der Aktiven Zone näher zu untersuchen. Dafür eignet sich 

der Modellorganismus Drosophila melanogaster besonders, da er sowohl genetischen 

Manipulationen, als auch zahlreichen physiologischen Techniken z.B. der 

elektrophysiologischen Messung der synaptischen Übertragung an der larvalen 

neuromuskulären Synapse, gut zugänglich ist. Durch die große Homologie der synaptischen 

Proteine und der grundlegenden Mechanismen können an Drosophila melanogaster 

gewonnene Erkenntnisse zum großen Teil auch auf Vertebraten übertragen werden.  

 

1.5 Spleißen eukaryotischer prä-messenger RNA 

 
Nahezu alle Gene höherer Eukaryoten bestehen aus codierenden Sequenzen, den Exons, die 

von nicht-codierenden Sequenzen, den Introns getrennt werden. Bei der Transkription wird 

zunächst ein Primärtranskript, bestehend sowohl aus Exons, als auch aus Introns gebildet. 

Dieses Primärtranskript durchläuft anschließend verschiedene Reifungsprozesse, bei denen 

unter anderem die intronischen Sequenzen durch Spleißen entfernt und die codierenden 

Sequenzen aneinandergeknüpft werden. Die reife messenger-RNA wird dann ins Cytoplasma 

transportiert und dient dort als Matrize für die Translation. Dieser Spleißvorgang bietet 

Möglichkeiten zur Regulation der Genexpression. So ist es durch alternatives Spleißen 

möglich, aus einem Primärtranskript mehrere reife messenger-RNAs zu bilden. Die 

Expression einzelner Isoformen eines Proteins kann somit zell-, gewebe-, oder zeitspezifisch 

reguliert werden. Exon-Intron-Grenzen des Primärtranskriptes sind durch spezielle, 

konservierte Sequenzen gekennzeichnet. So beginnt ein eukaryotisches Intron mit den 

Nukleotiden GU am 5´-Ende und endet mit den Nukleotiden AG am 3´-Ende (GT-AG-Regel). 

Weitere konservierte Bereiche sind der so genannte „branch point“ in der Nähe des 3`-Endes, 

an den sich eine Polypyrimidinsequenz anschließt. Die Spleißreaktion (Übersicht bei Black, 

2003; vgl. Abb. 1.4) wird von einem Ribonukleoprotein-Komplex, dem Spleißosom 

katalysiert. Im ersten Schritt des Spleißevorgangs wird das 5`-Ende des Introns katalytisch 

von der codierenden Sequenz getrennt. Das entstandene freie Ende wird dann mit einem 
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Adenosin innerhalb der „branch site“ des Introns verknüpft. Es bildet sich das so genannte 

„Lariat“, eine lassoförmige Struktur. Im nächsten Schritt wird das 3´-Ende des Introns 

enzymatisch freigesetzt und die beiden Exon-Enden letztlich ligiert. Das Intron wird als Lariat 

frei. Diese Struktur wird anschließend aufgelöst und das nun lineare RNA-Molekül abgebaut. 

Die Zusammensetzung des Spleißosoms geschieht schrittweise und die Spleißreaktion 

beginnt, wenn alle Komponenten angelagert sind. Während des Spleißvorgangs selbst, werden 

einige Komponenten des Spleißosoms umgelagert bzw. wieder freigesetzt. Das Spleißosom 

besteht sowohl aus kernlokalisierten Ribonukleoprotein-Komponenten, den snRNPs (small 

nuclear ribonucleoprotein particle), als auch aus einer Vielzahl weiterer Spleißfaktoren. Es 

lassen sich fünf snRNPs unterscheiden: U1 snRNP, U2 snRNP, U4 snRNP, U5 snRNP und 

U6 snRNP. Während des Zusammenbaus des Spleißosoms lagert sich der U1 snRNP über 

Basenpaarungen der U1 snRNA an der 5´-Spleißstelle an. Die 3´-Spleißstelle wird von 

speziellen Spleißfaktoren erkannt. Der Spleißfaktor U2AF (U2 auxiliary factor) bindet an die 

Polypyrimidinsequenz. Dieser Komplex aus U1 snRNP und U2AF, gebunden an beide Enden 

des Introns, wird als E-Komplex bezeichnet („early presplicing complex“). Im nächsten 

Schritt, der Bildung des A-Komplexes, bindet der U2 snRNP an den „branch point“. Auch 

dies geschieht wieder über komplementäre Basenpaarungen der U2 snRNA mit Sequenzen 

des Introns. Der A-Komplex enthält auch Spleißfaktoren, die zur Familie der SR-Proteine 

gehören. Die SR-Spleißfaktoren bringen U1 snRNP und U2AF in räumliche Nähe zueinander. 

Auf diese Familie von Spleißfaktoren wird im Kapitel 1.6 genauer eingegangen. Zur Bildung 

des B-Komplexes lagern sich auch die U4/U5/U6 snRNPs an der prä-messenger RNA an. 

Auch für diesen Schritt scheinen SR-Spleißfaktoren eine Rolle zu spielen (Roscigno und 

Garcia-Blanco, 1995). Dieser Komplex wird als das eigentliche Spleißosom bezeichnet, da er 

alle Komponenten enthält, die für die Spleißreaktion benötigt werden. Die anschließende 

Bildung des C-Komplexes setzt komplexe Reorganisationen des Spleißosoms voraus, in deren 

Verlauf die U1 snRNP am 5´-Ende des Introns von der U6 snRNP ersetzt wird und U4 snRNP 

und U1 snRNP das Spleißosom verlassen. Die katalytische Reaktion, die zur Entfernung des 

Introns führt, wird durch die Freisetzung der U4 snRNP initiiert, da diese Freisetzung die 

Bindung des U6 snRNPs an den U2 snRNP, und somit die Anlagerung des U6 snRNPs an die 

3´-Spleißstelle ermöglicht. Nach dem Spleißvorgang wird die messenger-RNA freigesetzt, die 

intronischen Sequenzen katalytisch abgebaut und die snRNPs receycled.  
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Spleißvorganges: Dargestellt ist hier der Ablauf des Spleißvorganges 

am Beispiel der Hefe S. cerevisiae unter Einbeziehung der beteiligten snRNPs (Entnommen aus Staley und 

Guthrie, 1998). 

 

1.6 SR-Proteine 

 
Die Familie der SR-Proteine besteht aus hochkonservierten Phosphoproteinen, die an der 

Regulation der Spleißreaktion beteiligt sind (Ge und Manley, 1990; Krainer et al., 1990a; 

Krainer et al., 1990b; Zahler et al., 1992). Dabei sind die SR-Proteine zum einen an der 

generellen Spleißreaktion beteiligt (Krainer et al., 1990a), zum anderen wirken sie auch als 

Modulator des alternativen Spleißens (Krainer er al., 1990b; Ge und Manley, 1990; Wu und 

Maniatis, 1993). Die SR-Proteine besitzen alle N-terminal eine oder zwei RNA-

Bindungsdomänen, das RRM (RNA recognition motif), sowie eine Arginin-/ Serin- (RS) 

reiche C-terminale Sequenz (Roth et al., 1991; Fu, 1995). Diese RS-Domäne scheint vor 

allem für zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen notwendig zu sein, die letztlich zur 

Regulation der Spleißreaktion beitragen (Übersicht bei Manley und Tacke, 1996; Graveley, 
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2000). Allerdings sind die genauen Mechanismen dieser Regulation noch weitgehend 

unbekannt. So scheinen die SR-Proteine z.B. den Spleißfaktor U2AF an die Pyrimidinsequenz 

zu rekrutieren (vgl. auch Kapitel 1.5) und somit letztlich auch die Erkennung der „branch 

site“ durch die U2 snRNPs zu vermitteln. Dies könnte vor allem zur Verstärkung der 

Erkennung schwacher 3´-Speißstellen eine Rolle spielen, bzw. zur Regulation alternativen 

Spleißens. Außerdem könnten die SR-Proteine eine Rolle bei der Brückenbildung zwischen 

der 5´- und der 3´-Spleißstelle spielen, indem sie die beiden Faktoren U1 snRNP an der 5´-

Spleißstelle, und U2 snRNP an der 3´-Spleißstelle (vgl. auch Kapitel 1.5), über den 

Spleißfaktor U2AF verbinden. Auch zur Rekrutierung des U1 snRNPs an die 5´-Spleißstelle, 

bzw. zur Stabilisierung der Bindung des U1 snRNPs dort, scheinen SR-Proteine nötig zu sein 

(Kohtz et al., 1994; Jamison et al., 1995; Xiao and Manley, 1997). Dieser Mechanismus 

könnte eine Möglichkeit darstellen, alternative 5´-Spleißstellen zu wählen (Eperon et al., 

1993; Zahler et al., 1995). Auch die Anlagerung des U4/U5/U6 snRNPs an das Spleißosom 

scheint von der Funktion von SR-Proteinen abhängig zu sein (Roscigno und Garcia-Blanco, 

1995). Die Funktion der SR-Proteine bei der Regulation des Spleißvorganges scheint 

weitestgehend redundant zu sein (Krainer et al., 1990; Fu et al., 1992; Zahler et al., 1992), 

allerdings gibt es vermutlich dennoch Funktionen, die nur von einigen SR-Proteinen 

ausgeführt werden. So werden manche prä-mRNAs z.B. nur bei Anwesenheit bestimmter SR-

Proteine gespleißt (Fu, 1993). Auch die Auswahl alternativer Spleißstellen wird von 

verschiedenen SR-Proteinen auf unterschiedliche Weise reguliert (z.B. Zahler et al., 1993).  

Im Genom von Drosophila melanogaster konnten nach der Sequenzierung des gesamten 

Genoms (Adams et al., 2000) sieben SR-Proteine (SC35, ASF/SF2, B52, 9G8, RBP1, RBP1 

like, SRp54) identifiziert werden, die alle Homologe in Säugern haben (Mount und Salz, 

2000). 

Die RS-Domäne der SR-Proteine dient einigen Kinasen als Substrat, z.B. den SR-

Proteinkinasen (SRPK), sowie den Kinasen der Clk-Kinasefamilie (Gui et al., 1994a; Gui et 

al. 1994b; Colwill et al., 1996a; Colwill et al., 1996b; Kuroyanagi et al., 1998; Aubol et al., 

2003). Die Phosphorylierung stellt durch die Modulation von Protein-Protein-, bzw. Protein-

RNA-Interaktionen, einen bedeutenden Mechanismus zur Regulation der SR-Proteine dar. 

Auf die Phosphorylierung der SR-Spleißfaktoren durch die SRPKs und deren Einfluss auf die 

Regulation des Spleißvorgangs, wird im Kapitel 1.7 näher eingegangen.  
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1.7 SR-Proteinkinasen und deren regulatorischer Einfluss auf den 

Spleißvorgang 

 
SR-Proteinkinasen üben durch die reversible Phosphorylierung von SR-Spleißfaktoren einen 

regulatorischen Einfluss auf den Spleißvorgang aus. Dabei könnte die Phosphorylierung der 

SR-Spleißfaktoren deren RNA-Bindungseigenschaften, ihre Substratspezifität, oder ihre 

Interaktion mit anderen Proteinen modulieren (Xiao und Manley, 1997). Der 

Phosphorylierungszustand der SR-Proteine bestimmt nicht nur die Wahl der Spleißstelle beim 

alternativen Spleißen, sondern auch die zelluläre Lokalisation der SR-Proteine, sowie den 

Export der mRNA in das Cytoplasma (Übersicht bei Stamm, 2007). Die Phosphorylierung des 

Prototypen eines SR-Proteins, des Spleißfaktors ASF/SF2, findet in mehreren Schritten statt 

(Übersicht bei Stamm, 2007; vgl. Abb. 1.5). Der erste Schritt ist die Phosphorylierung der 

SR-Domäne durch die SR-Proteinkinasen 1 und 2 (SRPK1 und SRPK2) (Gui et al., 1994a; 

Gui et al. 1994b; Colwill et al., 1996a; Kuroyanagi et al., 1998; Aubol et al., 2003). Diese 

Phosphorylierungsreaktion findet im Cytoplasma der Zelle statt. Durch diese 

Phosphorylierung wird der Transport von ASF/SF2 in den Nukleus angeregt, der Spleißfaktor 

sammelt sich in den so genannten „nuclear speckles“ (Misteli et al., 1998). Im nächsten 

Schritt wird ASF/SF2 dort nun von Mitgliedern der Clk-Kinasefamilie phosphoryliert 

(Colwill et al., 1996a; Colwill et al., 1996b). Dieser Phosphorylierungsschritt entlässt den 

Spleißfaktor aus den „nuclear speckles“ und führt zur Integration von ASF/SF2 in das 

Spleißosom (Hernandez et al., 2004). Nach Abschluss der Spleißreaktion wird der 

Spleißfaktor durch die Proteinphosphatase 1 dephosphoryliert und anschließend wieder ins 

Cytoplasma transportiert. Nun kann der Zyklus von neuem beginnen. 
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Abb. 1.5: Schrittweise Phosphorylierung des SR-Spleißfaktors ASF/SF2:  ASF/SF2 ist durch das gelbe Oval 

dargestellt, die Phosphorylierungsstellen sind schwarz markiert. Das Cytoplasma der Zelle ist hellblau 

dargestellt, der Nukleus hellgrau und die „nuclear speckles“ dunkelgrau. Die SR-Proteinkinasen SRPK1und 2 

wirken im Cytoplasma (1). Dieser Phosphorylierungsschritt führt zum Transport von ASF/SF2 in den Nukleus 

(2), wo der Spleißfaktor sich in „nuclear speckles“ ansammelt (3). Durch die folgende Phosphorylierung durch 

Kinasen der Clk-Familie (4), wird ASF/SF2 aus diesen „nuclear speckles“ freigesetzt und im Spleißosom 

angelagert (5). Dort nimmt es Einfluss auf die Spleißreaktion. Während des Spleißens wird ASF/SF2 noch weiter 

phosphoryliert, die hier beteiligten Kinasen sind allerdings bislang unbekannt. Nach Abschluss der 

Spleißreaktion wird der SR-Spleißfaktor wieder dephosphoryliert (6). Dieser Schritt führt zum Export von 

ASF/SF2 aus dem Nukleus (7) (Abbildung entnommen aus Stamm, 2007). 

 

SR-Proteinkinasen sind von der Hefe Saccharomyces cerevisiae bis zum Menschen 

konserviert (Takeuchi und Yanagida, 1993; Siebel et al., 1999; Gui et al., 1994b; Wang et al., 

1998; Kuroyanagi et al., 1998; Tang et al., 1998; Tang et al., 2000; Lukasiewicz et al., 2007). 

Alle Mitglieder dieser Kinase-Familie haben eine zweigeteilte Kinasedomäne, die durch eine 

Spacer-Sequenz unterbrochen ist. Die Sequenz des Spacers, die zur Lokalisation der Kinase 

im Cytoplasma nötig zu sein scheint, ist evolutionär nicht konserviert, während die 

Kinasedomäne hoch konserviert ist (Ding et al., 2006). Auch im Genom von Drosophila 

melanogaster scheint es einige SR-Proteinkinasen zu geben (Adams et al., 2000; Mount und 

Salz, 2000), die allerdings bis heute noch nicht gut untersucht sind.  
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1.8 Die Serin-/Threonin-Proteinkinase 3 (SRPK3) in Drosophila 

melanogaster 

 
Bei immunhistochemischen Untersuchungen zur Verteilung des Aktiven Zone-Proteins 

Bruchpilot (vgl. Kapitel 1.4) im Nervensystem, fiel auf, dass eine hypomorphe Mutation in 

einem Gen, das für eine putative Serin-/Threoninkinase codiert, die Aggregation des 

Bruchpilot-Proteins in larvalen Motoneuronaxonen auslöst (vgl. Abb. 1.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 1.6: Die hypomorphe Mutation der Srpk3 führt zur Bildung von Bruchpilot-Aggregaten in larvalen 

Motoneuronaxonen. Das rechte Bild zeigt die hypomorphe Srpk3-Mutante, das linke den Wildtyp (entnommen 

aus Nieratschker, 2004).  

 

Das Gen, das für die SRPK3 codiert (CG11489) ist auf dem linken Arm des dritten 

Chromosoms lokalisiert, in der genomischen Region 79D4. Die genomische Region der Srpk3 

umfasst laut „Flybase“-Annotation (http://flybase.bio.indiana.edu) ca. 10,3 kb. Es waren bis 

vor kurzem zwei Transkripte (RC und RB) des Gens CG11489 annotiert, die unterschiedliche 

Transkriptions- und Translationsstartpunke benutzten, ab dem vierten Exon allerdings 

identisch sind (vgl. Abb. 1.7). Die von diesen hypothetischen Transkripten codierten Proteine, 

haben eine Größe von 816 bzw. 749 Aminosäuren und weisen Homologien zu den SR-

Proteinkinasen (vgl. Kapitel 1.7) auf. In Drosophila melanogaster sind noch drei weitere 

Gene mit Homologien zu SR-Proteinkinasen annotiert (CG8174 (Srpk1), CG8565 (Srpk2) und 

CG1658 (Doa)). Daher wird für das Gen CG11489 der Name Srpk3 vorgeschlagen.  
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Abb. 1.7: Ursprüngliche Flybase-Annotation der beiden Srpk3-Transkripte: Die beiden annotierten 

Transkripte haben unterschiedliche Transkriptions- und Translationsstartpunkte (blauer Balken). Ab Exon 4 sind 

beide Transkripte identisch.  
 

Kürzlich wurde, basierend auf einem cDNA-Klon (GH01890; Rubin et al., 2000), ein 

weiteres Transkript (RD) an Stelle des Transkriptes RC annotiert. Dieses hypothetische 

Transkript benutzt den Transkriptions- und Translationsstart des RC-Transkriptes. RD enthält 

allerdings downstream des sechsten Exons eine große ungespleißte Region (vgl. Abb. 1.8). 

Translation dieses Transkriptes würde zu einem verkürzten Protein von 695 Aminosäuren 

führen.  

 

 
Abb. 1.8: Flybase-Annotation des Srpk3-RD-Transkripts: Das erst kürzlich annotierte Transkript Srpk3-RD 

benutzt den Transkriptions- und Translationsstart, der zuvor für das Transkript Srpk3-RC annotiert war. Srpk3-

RD enthält allerdings downstream des sechsten Exons eine große ungespleißte Region (schwarz markiert). 

Translation dieses Transkriptes würde zu einer verkürzten Proteinisoform von 695 Aminosäuren führen.   

 

Die hypomorphe SRPK3-Mutante entstand im Zuge einer P-Elementmutagenese zur Mutation 

des Csp-Gens, welches 5´ an die genomische Region des Srpk3-Gens angrenzt (Eberle, 1995). 

In dieser hypomorphen Linie ist ein ca. 10 kb großes P{lacW}-Element in das erste Exon der 

RC-, bzw. RD-Isoform inseriert, welches die Transkription dieser Isoform unterbricht. Das 

RB-Transkript sollte in dieser Linie gebildet werden (vgl. Abb. 1.9).  
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 Abb. 1.9: Genomische Situation der hypomorphen SRPK3-Mutante. Das Leseraster der RC- bzw. RD-

Isoform wird durch die Insertion eines P{lacW}-Elements im ersten Exon unterbrochen. Die Transkription der 

RB-Isoform sollte in dieser Fliegenlinie ungehindert stattfinden. 
 

In einer vorhergegangenen Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aggregatbildung des 

Bruchpilot-Proteins in den larvalen Motoneuronaxonen der hypomorphen SRPK3-Mutante 

nicht auf einen generellen Defekt des axonalen Transportes zurückzuführen ist, sondern 

wahrscheinlicher auf einem spezifischen Defekt der Bruchpilot-Lokalisation in diesen 

Axonen beruht (Nieratschker, 2004). In einer anderen Arbeit wurde gezeigt, dass diese 

strukturelle Konsequenz der SRPK3-Mutation auch mit phänotypischen Defekten in diesen 

Mutanten einhergeht. So weisen adulte, hypomorphe SRPK3-Mutanten Verhaltensdefekte 

auf, ähnlich denen, die durch einen genetischen knock-down des Bruchpilot-Proteins 

ausgelöst werden (Bock, 2006; Wagh et al., 2006). 
 

1.9 Synapsin 

 
Synapsine sind abundante Phosphoproteine, die an die cytoplasmatische Seite der Membran 

der synaptischen Vesikel gebunden sind (u. a. Huttner et al., 1983; De Camilli et al., 1983a; 

De Camilli et al., 1983b; Navone et al., 1984; Valtorta et al., 1988; Greengard et al., 1993; 

Pieribone et al., 1995). Die Synapsine dienen vielen verschiedenen Proteinkinasen als 

Substrat, darunter unter anderem auch der cAMP-abhängigen Proteinkinase A (PKA) und der 

Ca2+/Calmodulin-abhängigen Proteinkinase I, II und VI (Czernik et al., 1987; Benfenati et al., 

1992; Greengard et al., 1993). Während in Invertebraten nur ein Synapsingen existiert 

(Klagges et al., 1996), werden die verschiedenen Synapsinisoformen in Vertebraten von drei 

Genen (SynI; SynII und SynIII) kodiert (Südhof et al., 1998; Hilfiker et al., 1998; Hosaka et 

al., 1998; Kao et al., 1998; Porton et al., 1999). Durch alternatives Spleißen der prä-mRNA 

werden von SynI und SynII jeweils zwei Proteinisoformen (SYNIa und SYNIb; bzw. SYNIIa 



1. Einleitung  24   

und SYNIIb) gebildet. Das dritte Synapsingen SynIII scheint für mindestens sechs Transkripte 

zu codieren (Porton et al., 1999), allerdings konnte bislang erst eine Proteinisoform 

zweifelsfrei nachgewiesen werden (SYNIIIa) (Kao et al., 1998). Allen Synapsinisoformen 

gemeinsam sind die N-Terminalen Domänen A, B und C. Die Domänen D und G sind jeweils 

nur in den beiden SynI bzw. SynII codierten Isoformen enthalten, während die Domäne E nur 

in den a-Isoformen zu finden ist. Die Domänen F, H und J treten dagegen nur in jeweils einer 

Isoform auf (vgl. Abb. 1.10).  

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 1.10: Domänenmodell der Synapsinisoformen nach Hilfiker (Hilfiker et al., 1999): Details zu den 

einzelnen Domänen im Text. 

 

Sowohl die A- als auch die C-Domäne sind in allen Synapsinproteinen hoch konserviert. Die 

C-Domäne, die den höchsten Konservierungsgrad aufweist, ist z.B. zwischen Vertebraten und 

Drosophila melanogaster zu über 50% identisch (Klagges et al., 1996). Auch die E-Domäne 

zeichnet sich durch eine hohe Konservierung aus. Die übrigen Domänen (B, D, F-J) sind 

weniger stark konserviert. Von Benfenati et al. konnte gezeigt werden, dass die C-Domäne 

sowohl an die Membran der synaptischen Vesikel, als auch an Aktin binden kann (Benfenati 

et al., 1989; Benfenati et al., 1991). Somit kann Synapsin die synaptischen Vesikel am 

Cytoskelettgerüst der Synapse verankern. Die so gebundenen Vesikel sind nicht direkt am 

synaptischen Zyklus beteiligt, sondern bilden einen „reserve pool“ von Vesikeln, auf den bei 

erhöhter Aktivität der Nervenzelle zurückgegriffen werden kann. Die Depolarisation der 

Nervenzelle führt zur Aktivierung zahlreicher Kinasen (z.B. auch der Ca2+/Calmodulin-

abhängigen Kinasen). Wird nun Synapsin von diesen Kinasen phosphoryliert, so verringert 

sich sowohl seine Affinität zu der Vesikelmembran, als auch zu Aktin (Bähler und Greengard 

1987; Greengard et al., 1993; Ceccaldi et al., 1995; Pieribone et al., 1995; Chi et al., 2001). 

Dadurch werden die „reserve pool“-Vesikel vom Cytoskelett losgelöst, sie können zur 

Aktiven Zone wandern und dort ihren Inhalt in den synaptischen Spalt freisetzen (vgl. Abb. 

1.11).  
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Abb. 1.11: Modell der Synapsin-Funktion (entnommen der Internetseite 

http://www.chemistry.emory.edu/justice/seminar/neuroche.htm): Synapsin vernetzt die synaptischen Vesikel 

mit dem Cytoskelett über seine Bindung an Aktin. Wird die Zelle nun depolarisiert, führt dies zur Aktivierung 

verschiedener Kinasen z.B. der Ca2+/Calmodulin-abhängigen Kinasen. Diese phosphorylieren Synapsin, was 

dessen Affinität zu den synaptischen Vesikeln und zu Aktin verringert, so dass die synaptischen Vesikel vom 

Cytoskelett losgelöst werden. Die freien Vesikel können nun zur präsynaptischen Membran wandern und ihren 

Inhalt in den synaptischen Spalt abgeben.  

 

Für dieses Modell spricht unter anderem, dass die Injektion von nativem Synapsin und 

pseudophosphoryliertem Synapsin in Neurone die Transmitterausschüttung verstärkt, 

während die Injektion von Synapsin, das nicht mehr phosphoryliert werden kann keinen 

Einfluss auf die Neurotransmitterausschüttung hat (Fiumara et al., 2004). Aufgrund dieser 

Modellvorstellung zur Synapsinfunktion und der hohen Anzahl von Synapsinproteinen in der 

Synapse (6% aller Vesikelproteine sind Synapsine) (Huttner et al., 1983; Greengard et al., 

1993), kommt man zu der Annahme, Synapsine müssten essentiell sein für die 

Aufrechterhaltung einer korrekten Synapsenfunktion. Interessanterweise sind knock-out-Tiere 

lebensfähig und fertil und zeigen auch ansonsten nur subtile Defekte (Rosahl et al., 1993; 

Rosahl et al., 1995; Gitler et al., 2004; Godenschwege et al., 2004). So sind z.B. die grobe 

Morphologie des Gehirns in Synapsin-knock-out-Tieren, sowie die basale Funktion ihrer 

Synapsen nicht verändert. Allerdings zeigen knock-out-Mäuse spezifische Defekte in ihrer 

synaptischen Ultrastruktur, beispielsweise eine Reduktion der Vesikelzahl an der Synapse 

(Rosahl et al., 1993; 1995; Takei et al., 1995; Gitler et al., 2004; Gaffield und Betz, 2007), 

sowie in ihrer synaptischen Plastizität (Rosahl et al., 1993; Rosahl et al., 1995; Gitler et al., 

2004). Diese subtilen synaptischen Defekte manifestieren sich in einigen Defiziten, wie z.B. 
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in verzögerten Reflexen, leichten Abnormalitäten in Koordination und Balance sowie in 

Mängeln bei komplexen Verhaltensleistungen wie Lernen und Erinnern (Silva et al., 1996; 

Gitler et al., 2004; Godenschwege et al., 2004; Michels et al., 2005).  

Beim Vergleich der veröffentlichten genomischen Sequenz des Drosophila-Synapsins 

(Adams et al., 2000) mit der von Klagges et al. veröffentlichten cDNA-Sequenz (Klagges et 

al., 1996), fiel eine Abweichung der beiden Sequenzen innerhalb der Domäne A im Bereich 

der Phosphorylierungsstelle für die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA) auf (vgl. Abb. 

1.12). Diese Phosphorylierungsstelle ist in allen Synapsinen konserviert (Kao et al., 1999; 

Hilfiker et al., 1999), deshalb ist davon auszugehen, dass sie von entscheidender Bedeutung 

für die Funktion des Proteins ist. Die veröffentlichte genomische Sequenz, die von 

Diegelmann in verschiedenen Wildtypstämmen bestätigt werden konnte (Diegelmann, 2003; 

Diegelmann et al., 2006), codiert in diesem Bereich für die Aminosäuren Arginin-Arginin-

Phenylalanin-Serin (RRFS) und liefert damit die Konsensusstelle für die PKA, nämlich 

Arginin-Arginin-X-Serin (RRXS), wobei das X hier für eine beliebige Aminosäure steht. Im 

Kontrast dazu codiert die von Klagges et al. veröffentliche cDNA, die ebenfalls von 

Diegelmann bestätigt werden konnte, an dieser Stelle für die Aminosäuren Arginin-Glycin-

Phenylalanin-Serin (RGFS) (Klagges et al., 1996; Diegelmann, 2003; Diegelmann et al., 

2006). Diese Sequenz entspricht nicht mehr der PKA-Konsensussequenz (RRXS). Die 

Richtigkeit der cDNA-Sequenz konnte auch von Schaupp durch einen Edmann-Abbau des 

Synapsins gesichert werden (Schaupp 1998; Diegelmann et al., 2006). Die Tatsache, dass 

mittels RT-PCR überhaupt nur in Eiern und ersten Larvenstadien genomisch codierte mRNA-

Sequenzen gefunden wurden, spricht für einen sehr effizienten Prozess zur Änderung der 

Sequenz.  
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Abb. 1.12:  Sequenzierung im Bereich der PKA-Erkennungsstelle innerhalb der hochkonservierten 

Proteindomäne A:  Die Abweichung zwischen der genomischen Sequenz und der cDNA-Sequenz konnte 

bestätigt werde. Die Edmann-Sequenzierung des Proteins bestätigt die cDNA-Sequenz (entnommen aus 

Diegelmann et al., 2006).  
 

Diese Abweichung der cDNA-Sequenz zur Sequenz der genomischen DNA deutet auf einen 

Basenaustausch durch RNA-Editing hin. Ein weit verbreiteter Mechanismus dieses Vorgangs 

ist die Deaminierung von Adenosin zu Inosin durch das Enzym ADAR (Adenosin Deaminase 

acting on RNA) (Übersicht in Bass, 2002; Maas et al., 2003). Inosin geht Basenpaarungen ein 

wie Guanosin, daher wird bei der Synthese des Gegenstranges ein Cytidin eingebaut. Durch 

diesen Mechanismus wird also letztlich Adenin in Guanin umgewandelt. Dieses Phänomen ist 

an der PKA-Stelle des Synapsin zu beobachten. Um die Deaminierung des Adensoins 

durchführen zu können, muss die mRNA komplementäre Basenpaarungen eingehen. Dabei 

paart sich der zu editierende Bereich der mRNA mit der ECS (Editing site complementary 
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sequence). Diese typischerweise 9-15 Nukleotide lange Sequenz liegt in der Regel im 

angrenzenden Intron, bis zu 1000 Nukleotide von der zu editierenden Stelle entfernt 

(Übersicht in Bass 2002; Maas et al., 2003). Eine Sequenz, die die Eigenschaften einer ECS 

aufweist, konnte auch im Drosophila-Synaspingen gefunden werden. Diese ECS liegt im 

Exon 4 des Synapsingens, das 3` an die editierte PKA-Stelle angrenzt. Die Sequenz ist 15 

Nukleotide lang und liegt 90 Nukleotide vom editierten Adenosin  entfernt (Diegelmann 

2003; Diegelmann et al., 2006).  Der Mechanismus der Basensubstitution innerhalb der PKA-

Erkennungsstelle durch die Deaminierung des Adenosins durch ADAR konnte bestätigt 

werden, da sich zeigte, dass in Fliegen, die kein ADAR mehr herstellen diese Substitution 

nicht stattfindet (Diegelmann et al., 2006).  

 

1.10 Ziele der Arbeit 

 
In einer vorangegangenen Arbeit konnte eine hypomorphe Mutation der Srpk3 als Auslöser 

der Aggregatbildung des Aktive Zone Proteins Bruchpilot in larvalen Motoneuronaxonen 

identifiziert werden (Nieratschker, 2004). Außerdem scheint diese Mutation 

Verhaltensdefekte in adulten Fliegen zu verursachen, die denen ähneln, die durch einen 

knock-down der Bruchpilot-Expression ausgelöst werden (Bock, 2006). Um nun den 

abschließenden Beweis erbringen zu können, dass tatsächlich die Mutation dieses Gens die 

beobachteten Phänotypen verursacht, sollten durch Keimbahntransformation Tiere hergestellt 

werden, die in der Mutante fehlende Transkripte als Transgene exprimieren und so den 

Mutantenphänotyp revertieren („retten“). Bei Drosophila werden solche „Rettungsversuche“ 

in der Regel unter Verwendung des Gal4-UAS-Systems (Brand und Perrimon, 1993; 

beschrieben in Kapitel 2.14) durchgeführt. Hierbei wird die entsprechende cDNA mit einem 

schwachen Promotor hinter den Enhancer UAS aus der Hefe kloniert. Dieses Konstrukt wird 

dann in die Keimbahn von Drosophila eingefügt und diese Fliegen anschließend mit „Gal4-

Treiberlinien“ gekreuzt. Gal4-Treiberlinen besitzen als Transgen den Hefe-

Transkriptionsfaktor Gal4 und stehen mit vielfältigen Zell- oder Gewebespezifischen 

Expressionsmustern in der Drosophila-Stammsammlung zur Verfügung. In den Nachkommen 

dieser Kreuzung wird die cDNA mit dem Expressionsmuster der Gal4-Treiberlinie 

überexprimiert. Weiterhin sollte versucht werden, Isoform-spezifische Antikörper gegen die 

SRPK3 herzustellen, um die durch in situ Hybridisierung erhaltenen Expressionsmuster 

(Nieratschker, 2004) der SRPK3 im larvalen Gehirn zu bestätigen. Diese Antikörper sollten 

außerdem dazu dienen, die Lokalisation der SRPK3 auch in anderen Geweben nachzuweisen 
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und die Durchführung biochemischer Analysen ermöglichen. Auch sollten GFP-getaggte 

Versionen der SRPK3 hergestellt werden, um die SRPK3 eventuell auch in lebenden Tieren 

nachweisen zu können. Da zu diesem Zeitpunkt nur die beschriebene hypomorphe SRPK3-

Mutante zur Verfügung stand, sollte durch Jump-out-Mutagenese eine SRPK3-Nullmutante 

hergestellt werden, um die Effekte eines kompletten Verlustes der SRPK3 untersuchen zu 

können. Dabei sollte vor allem untersucht werde, ob der komplette Verlust der SRPK3 die in 

der hypomorphen Linie beobachteten Phänotypen verstärkt. Da bis jetzt noch keine Daten 

vorliegen, welcher Mechanismus der Aggregatbildung des Bruchpilot-Proteins in den larvalen 

Motoneuronaxonen der SRPK3-Mutanten zugrunde liegt, sollte im Rahmen dieser Arbeit 

versucht werden, diese Frage zu beantworten. Dabei sollte vor allem untersucht werden, ob in 

wildtypischen Fliegen eine direkte Interaktion zwischen beiden Proteinen auftritt, bzw. ob 

Bruchpilot ein Substrat der SRPK3 darstellt.  

In einem weiteren Projekt dieser Arbeit, sollte durch in vitro Phosphorylierungsassays 

untersucht werden, welchen Einfluss die Veränderung der PKA-Phosphorylierungsstelle 

innerhalb der Domäne A des Synapsins durch RNA-Editing, auf deren Phosphorylierung 

durch PKA hat. Dabei sollten Peptide mit der genomisch kodierten Sequenz und mit der durch 

RNA-Editing veränderten Sequenz verglichen werden.  
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Chemikalien 

 
Alle Chemikalien wurden, soweit nichts anderes angegeben, von den Firmen Roth, Merck, 

Serva, Sigma oder Applichem bezogen.  

  

2.2 Fliegenlinien 

 
w-;+;Srpk3P1      Eberle, 1995 

w-;+;Srpk3P1 (outcrossed)    Nieratschker V.  

w-;UAS-Srpk3-RF103; Srpk3P1   Nieratschker V. 

w-;UAS-Srpk3-RF103;+    Nieratschker V. 

w-;UAS-Srpk3-RF103;Srpk3VN100   Nieratschker V. 

Elav-Gal4;+;Srpk3P1     Nieratschker V. 

Elav-Gal4;+;Srpk3VN100    Nieratschker V. 

Elav-Gal4;+;+      Labor Sigrist S. 

w1118      Wildtyp-Kontrollstamm   

w-;CyO/Sp;TM2/TM6    Balancer-Stamm   

w-;Actin-Gal4\CyO;+     Bloomington  

w-;+;UAS-Srpk3-RCeGFP     Nieratschker V. 

w-;UAS-Srpk3-RBeGFP     Nieratschker V.  

w-;+;UAS-Sap47eGFP      Funk N. 

w-;UAS-eGFP-Srpk3-RF    Nieratschker V.  

w-;+;UAS-GFP-Brp                Wagh et al., 2006 

UAS-GFP-Brp;+;Srpk3P1    Nieratschker V. 

∆2-3ki      Bloomington 

w-;+;TM3/TM6      Balancer-Stamm 

w-;+;Srpk3VN100      Nieratschker V. 

w-;+;Srpk3VN284      Nieratschker V. 
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2.3 Oligonukleotide 

 
Alle Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG GmbH synthetisiert.  

 

BglI anti              5`TCGAAGGCCAAACAGGC3` 

Crpk-eGFP-EcoRI sense  5`AAAGAATTCATGGCCGGCCTCATC3` 

Crpk-eGFP-NotI anti   5`AAAGCGGCCGCGACGAACTCCT3` 

Crpk-eGFP-NotI sense   5`AAAGCGGCCGCAATGGTGAGCAAGG3` 

Crpk-eGFP-XhoI anti             5`AAACTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTC 

      CATGC3`    

eGFPCrpk-NotI sense   5`AAAGCGGCCGCATGGCCGGCCT3` 

eGFPCrpk-XhoI anti (2)  5`AAACTCGAGTTAGACGAACTCCTCCTGCTCC3` 

Extra Exon groß? sense  5`AAGGCCCAGCAGGACTT3` 

Extra Exon klein? sense  5`GAACTGCCGCTCACGAT3` 

Extra Exon anti   5`GTACGGTGTTGGGCTTG3` 

Fusion kleine Isoform EcoRI sense 5`GGGAGAATTCATGGATGACTTTGGCTC3` 

Fusion kleine Isoform XhoI anti 5`AAAACTCGAGCTCTTCCTTGACCGG3` 

GFPcECO sense     5`GGGGGAATTCATGGATGACTTTGGCTCG3` 

GFPcNot anti    5`AAAAGCGGCCGCGACGAACTCCTC3` 

HindIII-AgeI sense                    5`AAAAGCTTACCGGTTTCGAG3` 

Myc-Tag RB sense                            5`CGGCGAATTCGATGGATGACTTTGGCT3` 

Myc-Tag RC sense                            5`ACGAGAATTCGATGGCCGGCCTCATC3` 

P487 sense    5`CGGCCGGCATATGTAGTAGT3` 

P487 anti    5`TACAGACTGACGAATGGGC3` 

pUAST EGFP sense 2   5`GTTCGTGAATTCATGGTGAGCAAGGGCG3` 

pUAST GFP Not 3`              5`CAAGCGGCCGCACTTGTACAGCTCGT3` 
Screen JO 1. Exon klein anti          5`GCGGATTATGTTACGCACCT3` 

Screen JO 1. Exon klein sense 5`CACAGCCATCCCCTGTTACT3` 

1. Intron n. P anti     5`TGTGTCACTCAGAAATGGAACC3` 

1. Intron n. P sense    5`CGATATCGTTGTCCCTATTTGG3` 
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2.4 Drosophilazucht 

 
Die Fliegen wurden in durchsichtigen Plexigläsern mit Nährmedium gehalten. Zur 

Herstellung dieses Nährmediums wurden 212 g Maismehl mit 750 ml Wasser aufgekocht und 

über Nacht zum Quellen stehen gelassen. Am folgenden Tag wurde die Mischung unter 

Zugabe von 40 g Malz und Zuckerrübensirub erneut aufgekocht. Während dessen wurde eine 

Mischung aus 18,5 g Trockenhefe, 7 g Agar und 10 g Sojamehl in 150 ml Wasser eingerührt. 

Sobald der Brei auf ca. 80°C abgekühlt war, wurde ein Teelöffel Methyl-4-hydroxybenzoat 

zugegeben. Dieses wirkt als Fungizid. Der Brei wurde zuletzt ca. zwei cm hoch in die 

Plexigläser gefüllt und mit Hefe und einem Faltenfilter versehen. Bis zum Gebrauch wurden 

die Kulturgläser auf 4°C gelagert. Die Fliegenkulturen wurden in Klimaräumen mit 

konstanter Temperatur (18°C oder 25°C) und einem Tag- Nachtrhythmus von 12 Stunden 

gehalten.  

 

2.5 Arbeiten mit Bakterienkulturen 

 
In der vorliegenden Arbeit wurde mit E.coli XlI blue (Stratagene) zur Vermehrung von 

Plasmid-DNA gearbeitet bzw. mit Bl21 (DE3) zur Proteinexpression (Stratagene).  

 

2.5.1 Flüssigkultur 

 

Flüssigkulturen wurden angesetzt, um die Bakterien vor einer DNA-Präparation oder der 

Induktion der Proteinsynthese zu vermehren. Dazu wurde eine Einzelkolonie von einer 

Agarplatte (hergestellt aus 1 Liter Luria-Bertani-Medium vermischt mit 15 g Agar; Zugabe 

von Antibiotika nach Bedarf) in Luria-Bertani-Medium (10 g NaCl, 10 g Select Peptone 140, 

5 g Select Yeast extract; auffüllen auf 1 Liter; pH 7,0; Antibiotika nach Bedarf) überführt und 

je nach Bedarf bei 30°C bzw. 37°C inkubiert.  

 

2.5.2 Plattenkultur 

 

Zum Vereinzeln von Kolonien wurden diese mit einem Glasspatel auf einer Agarplatte 

(hergestellt aus 1 Liter Luria-Bertani-Medium (siehe 2.5.1) vermischt mit 15 g Agar; Zugabe 

von Antibiotika nach Bedarf) ausgestrichen und über Nacht bei 30°C bzw. 37°C inkubiert.  
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2.5.3 Glycerinstock 

 

Glycerinstocks dienten dazu die Bakterienkolonien länger aufzubewahren. Dazu wurden je 

500 µl der Flüssigkultur mit 500 µl Glycerin in ein Eppendorfgefäß gegeben. Diese Lösung 

kann nach gründlichem Durchmischen bei -80°C aufbewahrt und bis zu dreimal aufgetaut 

werden, um den Stamm neu hochzuziehen.  

 

2.5.4 Herstellung hitzekompetenter Bakterienzellen 

 

Zur Herstellung hitzekompetenter Bakterienzellen wurde zunächst 100 ml LB-Medium (siehe 

2.5.1) mit einigen Tropfen einer Flüssigkultur angeimpft. Anschließend wurden die Zellen bis 

zu einer optischen Dichte von 0,5 hochgezogen. Dann wurden die Zellen für 15 Minuten auf 

Eis gelagert, bevor sie durch Zentrifugation für 15 Minuten bei 4°C und 4200 U/min. 

pelletiert wurden. Das Pellet wurde in 33 ml kaltem RF1 (100mM RbCl, 50mM MnCl2, 

30mM KoAc, 100mM CaCl2, 15% Glycerin; pH 5,8; steril filtriert) resuspendiert und 15 

Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen erneut pelletiert (15 Minuten; 4°C; 

3000U/min.) und anschließend in 8 ml kaltem RF2 (10mM Mops, 10mM RbCl, 75mM CaCl2, 

15% Glycerin; pH 6,8; steril filtriert) gelöst. Nach Inkubation auf Eis für 15 Minuten konnten 

die Zellen dann auf einzelne Portionen von je 200 µl aufgeteilt, in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und anschließend bei -80°C aufbewahrt werden.  

 

2.5.5 Transformation hitzekompetenter Bakterienzellen 

 

Die gefrorenen Bakterienzellen wurden zunächst auf Eis aufgetaut. Dann wurde die DNA zu 

den Zellen gegeben und die Mischung 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellen für 90 Sekunden bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt. Nach erneuter Inkubation 

auf Eis (drei bis fünf Minuten) wurden die Zellen in 400 µl vorgewärmtem Luria-Bertani-

Medium (vgl. 2.5.1) aufgenommen. Die Zellen wurden dann eine Stunde bei 37°C 

aufbewahrt, bevor sie auf Agarplatten (vgl. 2.5.2) ausplattiert wurden.  

 

 

 

 

 



2. Material und Methoden  34   

2.6 Molekularbiologische Methoden 

 
2.6.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

 

PCR-Schritte wurden durchgeführt, um spezifische Sequenzen der DNA für nachfolgende 

Reaktions- oder Analyseschritte exponentiell zu vermehren, oder um 

Restriktionsschnittstellen an DNA-Fragmente anzuhängen, die anschließend in Vektoren 

kloniert werden sollten. PCR-Reaktionen wurden mit der Phusion™ High-Fidelity DNA 

Polymerase (Finnzymes) durchgeführt, da diese Polymerase im Gegensatz zu herkömmlicher 

Taq-Polymerase proofreading-Aktivität besitzt und somit Mutationen während der 

Amplifikation verhindert werden. Ein Standardreaktionsansatz enthielt: 

 

1 µl dNTP-Mix (10mM; Metabion international AG) 

10 µl 5x PCR-Puffer (Phusion™ HF-Puffer; Finnzymes) 

1 µl Primer, sense (10µM; Eurofins MWG GmbH) 

1 µl Primer, anti (10µM; Eurofins MWG GmbH) 

100-300 ng Template-DNA 

0,5 µl Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes) 

x µl H2O 

--------- 

50 µl Gesamtvolumen  

 

Die initiale Denaturierung der PCR-Reaktion wurde bei 98°C für fünf Minuten durchgeführt. 

Anschließend wurden 35 Amplifikationszyklen ausgeführt. Dazu wurde die DNA erneut je 30 

Sekunden bei 98°C denaturiert, dann erfolgte die Hybridisierung der Primer für eine Minute. 

Die Hybridisierungstemperatur richtete sich dabei nach der Schmelztemperatur der Primer 

und variierte zwischen 52°C und 68°C. Anschließend wurden die DNA-Stränge bei 72°C 

amplifiziert. Für diesen Schritt wurde der Polymerase für jede Kilobase DNA 30 Sekunden 

Zeit gegeben, um die Reaktion durchzuführen. Um die synthetisierten PCR-Produkte zu 

überprüfen, oder die PCR-Fragmente für anschließende Reaktionen aufzutrennen, wurden 

Gelelektrophoresen durchgeführt (vgl. 2.6.2). 
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2.6.2 Gelelektrophorese  

 

Gelelektrophoresen wurden durchgeführt, um DNA-Fragmente verschiedener Größe 

voneinander zu trennen. Die Konzentration der Agarosegele richtete sich dabei nach der 

Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente. Die entsprechende Menge Agarose wurde in 

TBE-Puffer (89mM Tris, 89mM Borsäure, 2mM EDTA; pH 8,0) aufgekocht, bis sie sich 

löste. Nach Abkühlen der Flüssigkeit auf 50-60°C wurde Ethidiumbromid (10mg/ml) 

zugegeben und das Gel in den Gelschlitten gegossen. Nach Beladen des Gels mit den Proben 

und einem DNA-Größenmarker wurde die DNA dann elektrophoretisch aufgetrennt. Die 

Höhe der Spannung richtete sich dabei nach der Größe der DNA-Fragmente und der 

Geschwindigkeit, in der das Gel laufen soll. Nach dem Lauf wurden die durch 

Ethidiumbromid gefärbten Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht.  

 

2.6.3 Konzentrationsbestimmung von DNA 

 

2.6.3.1 Konzentrationsbestimmungen mit Hilfe des Photometers 

 

Indem man die optische Dichte einer Nukleinsäurelösung bei 260 nm, dem 

Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren misst, kann man Aussagen über deren 

Konzentration machen. Außerdem kann das Photometer dazu dienen die Kontamination einer 

Probe mit Proteinen, deren Absorptionsmaximum bei 280 nm liegt, zu bestimmen. Um die 

DNA-Konzentration einer Probe zu bestimmen, wurde diese im Verhältnis 2:98 verdünnt und 

anschließend in UVette®-Messküvetten (Eppendorf) im BioPhotometer (Eppendorf) 

gemessen. 

 

2.6.3.2 Konzentrationsbestimmungen über ein Agarosegel 

  

Alternativ wurde ein Aliquot der DNA-Probe zusammen mit einer Verdünnungsreihe von 

Standard-DNA, d.h. DNA, deren Konzentration bekannt ist, auf einem Agarosegel 

aufgetragen und eine kurze Gelelektrophorese durchgeführt. Durch einen Vergleich der 

Intensität der Banden kann man anschließend die Nukleinsäurekonzentration der Probe 

abschätzen.  
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2.6.4 Aufreinigen von DNA-Fragmenten 

 

PCR-Produkte wurden entweder direkt nach der PCR-Reaktion mit dem PCR-Purification-Kit 

(QIAGEN®), nach beiliegendem Protokoll aufgereinigt, oder die Fragmente wurden zunächst 

elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit 

(QIAGEN®) aufgereinigt. Auch hier wurde nach Herstellerangaben verfahren. Vektoren und 

Klonierungsfragmente wurden immer mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN®) 

aufgereinigt. 

 

2.6.5 Sequenzierung 

 

Sequenzierreaktionen wurde von Eurofins MWG GmbH durchgeführt. Dazu wurde vakuum- 

getrocknete DNA zusammen mit einer 10mM-Primerlösung zu Eurofins MWG geschickt. Um 

ein PCR-Produkt zu sequenzieren werden pro 100 bp 20 ng Template-DNA benötigt, um ein 

Plasmid zu sequenzieren benötigt man 1 µg DNA.  

 

2.6.6 Isolation totaler RNA und reverse Transkription der mRNA 

 

Die totale RNA wurde mit Hilfe des RNAeasy Mini Kits (QIAGEN®) isoliert. Dabei wurde 

vorgegangen, wie im beiliegenden Handbuch beschrieben. Vor dem Umschreiben der 

messenger RNA in cDNA wurde für eine Stunde bei 37°C ein DNase-Verdau (DNase, RNase 

free; Roche) durchgeführt, um in der Probe enthaltene, genomische DNA zu entfernen. Die 

aufgereinigte totale RNA wurde dann durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. 

Für diese Reaktion wurden 10 ng – 5 µg totale RNA und 1 µl Oligo dT18V (500 µg/ml; MBI 

Fermentas) 5 Minuten bei 70°C inkubiert. Während dieser Zeit kann sich der Primer an die 

mRNA anlagern. Nach dieser Inkubation müssen die Proben sofort auf Eis gestellt und kurz 

abzentrifugiert werden. Anschließend gibt man 5 µl 5x RT reaction buffer (SuperSkriptTM II; 

Invitrogen) und 1 µl dNTPs (10mM; Metabion international AG) zur Probe und inkubiert die 

Proben bei 37°C für fünf Minuten vor. Nun gibt man 1 µl der Reversen Transkriptase 

(SuperSkriptTM II; Invitrogen) zu und inkubiert für zwei Stunden bei 42°C. Danach wurde die 

Reaktion durch Inkubation für zehn Minuten bei 70°C abgestoppt. Nach einem RNase-Verdau 

(RNase, DNase free; Roche) von 15 Minuten bei 37°C, kann die gewünschte cDNA dann 

durch eine PCR mit spezifischen Primern amplifiziert werden.  
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2.6.7 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung von Vektoren 

 

Die Restriktionsverdaus wurden nach Angaben des Herstellers, mit den entsprechenden 

Puffern verwendet. Es wurden Restriktionsenzyme der Firma MBI Fermentas und New 

England Biolabs benutzt. Restriktionsverdaute Vektoren wurden vor der Ligation mit dem 

entsprechenden Insert dephosphoryliert. Dazu wurde CIAP (Calf intestine alkaline 

phosphatase) von MBI Fermentas nach Angabe des Herstellers benutzt.  

 

2.6.8 Ligation 

 

Ligationsreaktionen wurden mit der T4 DNA Ligase von MBI Fermentas entweder bei 18°C 

über Nacht, oder bei 22°C für eine Stunde durchgeführt. Anschließend wurde die Reaktion 

durch Erhitzen auf 65°C für zehn Minuten gestoppt.  

  

2.6.9 Präparation von Plasmid-DNA 

 

DNA-Präparationen wurden mit dem QIAGEN Plasmid Mini; Midi oder Maxi Kit 

(QIAGEN®) nach Herstellerangaben durchgeführt. Eluiert wurde die gewonnene DNA 

ausschließlich in ddH2O, um nachfolgende Enzymreaktionen nicht zu beeinträchtigen. 

Plasmid-DNA, die später für die Transfektion von HEK293-Zellen benutzt werden sollte, 

wurde mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit (QIAGEN®) aufgereinigt.  

 

2.6.10 Isopropanolfällung von DNA 

 

Der Ansatz mit der zu fällenden DNA, wurde mit derselben Menge Isopropanol aufgefüllt. 

Die DNA wurde dann durch Zentrifugation von 15 Minuten bei 13000 rpm. pelletiert, 

anschließend mit 70%igem Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in ddH2O gelöst.  

 

2.6.11 Single Fly-PCR 

 

Zur Isolation der DNA wurde eine Fliege in 50 µl Single-Fly-Homogenisierungpuffer (10mM 

Tris; pH 8,2, 1mM EDTA, 25mM NaCl), versetzt mit 0,5 µl Proteinase K (Roche), 

homogenisiert. Anschließend wurde das Gemisch 30 Minuten bei 37°C inkubiert und dann die 
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Proteinase für zwei Minuten bei 96°C denaturiert. Nach kurzer Zentrifugation wurde der 

Überstand direkt in einer PCR-Reaktion eingesetzt.  

 

2.6.12 Klonierung von GFP-getaggten SRPK3-Konstrukten 

 

2.6.12.1 eGFP-Srpk3-RF 

 

Die Srpk3-RC-Isoform mit dem alternativ gespleißten Exon (Srpk3-RF) (vgl. Abbildung 3.5), 

die im Vektor pBluescript II SK(-/+) (Stratagene) schon vorlag (Nieratschker, 2004), wurde 

durch PCR mit dem Primerpaar eGFPCrpk-NotI sense und eGFPCrpk-XhoI anti (2) vom 

Start- bis zum Stoppcodon amplifiziert. Die Primer fügen 5` eine NotI-Schnittstelle und 3` 

eine XhoI-Schnittstelle an. Über diese Restriktionsschnittstellen wurde das Konstrukt 

anschließend in den pP[UAST]-Vektor (Brand und Perrimon, 1993) kloniert. Die Sequenz des 

enhanced GFP-Proteins (EGFP) wurde durch PCR mit dem Primerpaar pUAST EGFP sense 2 

/ pUAST GFP Not 3` aus dem Vektor pMes-EGFP heraus (Swartz et al., 2001) amplifiziert. 

Dieses Primerpaar fügt 5` eine EcoRI-, sowie 3` eine NotI-Schnittstelle an, außerdem wird 

das Stoppcodon des enhanced GFP´s deletiert. Somit konnte das enhanced GFP dann über 

EcoRI-NotI in den pP[UAST]-Vektor kloniert werden, der schon die Sequenz der Srpk3-RF-

Isoform enthielt. Die Primer waren so gewählt worden, dass am Ende die enhanced GFP-

Sequenz N-terminal in frame zur Srpk3-RF-Sequenz vorlag, so dass später in der Fliege ein 

Fusionsprotein aus enhanced GFP und Srpk3-RF (eGFP-Srpk3-RF) gebildet werden konnte.  

 

2.6.12.2 Srpk3-RC-eGFP 

 

Die Srpk3-RC-Isoform ohne das alternativ gespleißte Exon (Srpk3-RC) (vgl. Abbildung 3.5), 

wurde durch RT-PCR mit dem Primerpaar Crpk-eGFP-EcoRI sense / Crpk-eGFP-NotI anti 

vom Start- bis zum Stoppcodon amplifiziert. Durch die Primer wurde 5` eine EcoRI- und 3` 

eine NotI-Schnittstelle angefügt, außerdem wurde das Stoppcodon deletiert. Über EcoRI / 

NotI konnte das Konstrukt schließlich in den pP[UAST]-Vektor (Brand und Perrimon, 1993) 

kloniert werden. Die Sequenz des enhanced GFP-Proteins (EGFP) wurde durch PCR mit dem 

Primerpaar Crpk-eGFP NotI sense / Crpk-eGFP XhoI anti erneut aus dem Vektor pMes-

EGFP heraus (Swartz et al., 2001) amplifiziert. Durch diese PCR wurde 5` eine NotI- sowie 

3` eine XhoI-Schnittstelle angefügt, über die das Konstrukt schließlich in frame C-terminal 

der Srpk3-RC-Sequenz in den pP[UAST]-Vektor kloniert werden konnte. In der Fliege konnte 
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so später ein Fusionsprotein aus Srpk3-RC und enhanced GFP (Srpk3-RC-eGFP) gebildet 

werden.  

 

2.6.12.3 Srpk3-RB-eGFP 

 

Die Srpk3-RB-Isoform ohne das alternativ gespleißte Exon (Srpk3-RB) (vgl. Abbildung 3.5), 

lag im pP[UAST]-Vektor (Brand und Perrimon, 1993) schon vollständig vor (Reuther, 2005). 

Sie wurde durch PCR mit dem Primerpaar GFPcECO sense / GFPcNot anti vom Start- bis 

zum Stoppcodon amplifiziert und dabei 5` mit einer EcoRI- und 3` mit einer NotI-

Schnittstelle versehen. Außerdem wurde durch diese PCR das Stoppcodon deletiert. Über 

EcoRI / NotI konnte das Konstrukt schließlich wieder in den pP[UAST]-Vektor kloniert 

werden. Die Sequenz des enhanced GFP-Proteins (EGFP) wurde behandelt, wie unter 

2.6.12.2 beschrieben. Letztendlich lag dann die Sequenz des enhanced GFP N-terminal in 

frame zur Srpk3-RB-Sequenz vor, so dass in der Fliege das Fusionsprotein (Srpk3-RB-eGFP) 

gebildet werden konnte. 

 

2.6.13 Klonierung eines Srpk3-RF-Rettungskonstruktes 

 

Die Klonierung des Srpk3-RF-Rettungskonstruktes wurde schon in meiner Diplomarbeit 

begonnen (Nieratschker, 2004). Zu Beginn dieser Arbeit lag die vollständige Sequenz der 

Srpk3-RF-Isoform im Vektor pBluescript II SK(-/+) (Stratagene) vor. Aus diesem Vektor 

wurde das Konstrukt über EcoRI – XhoI herausgeschnitten und in den pP[UAST]-Vektor 

(Brand und Perrimon, 1993) kloniert.  

 

2.6.14 Klonierung von Myc-getaggten SRPK3-Isoformen für die Zellkultur 

 

Um die SRPK3 in HEK293-Zellen exprimieren und anschließend aufreinigen zu können, 

wurden die SRPK3-Isoformen in den pcDNA3-myc-Vektor (Modifiziert von AG Raabe, 

MSZ, aus pcDNA3; Invitrogen) kloniert. Dazu wurde die vollständige cDNA der Srpk3-RC-

Isoform aus dem Vektor pP[UAST]-Srpk3-RC-eGFP durch PCR mit dem Primerpaar Myc-

Tag RC sense / eGFPCrpk-XhoI anti (2) amplifiziert. Durch diese PCR wurde 5` eine EcoRI- 

und 3` eine XhoI-Schnittstelle angehängt, über die das Konstrukt schließlich in den pcDNA3-

myc-Vektor kloniert wurde. Die vollständige cDNA der Srpk3-RB-Isoform wurde durch PCR 

mit dem Primerpaar Myc-Tag RB sense / eGFPCrpk-XhoI anti (2) amplifiziert. Als Template 
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diente hier der Vektor pP[UAST]-Srpk3-RB (Reuther, 2005). Auch durch diese PCR wurde 5´ 

eine EcoRI- und 3´ eine XhoI-Schnittstelle angefügt, über die das Konstrukt dann in den 

pcDNA3-myc-Vektor kloniert werden konnte.  

 

2.7 Proteinbiochemische Methoden 

 
2.7.1 SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) 

 

Es wurden stets diskontinuierliche SDS-PAGEs durchgeführt. Dabei war es von der Größe 

der aufzutrennenden Proteine abhängig, in welcher Konzentration die Acrylamidgele benutzt 

wurden.  

 

Trenngel: 

 

Acrylamidkonzentration: 8% 10% 12,5% 
Acrylamid/Bisacrylamid 

(29:1) 4 ml 5 ml 6,25 ml 

1,88M Tris, pH 8,8 3 ml 3 ml 3 ml 
0,5% SDS-Lösung 3 ml 3 ml 3 ml 

ddH2O 5 ml 4 ml 2,75 ml 
10% Ammoniumpersulfat 75 µl 75 µl 75 µl 

TEMED (N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamine) 12,5 µl 12,5 µl 12,5 µl 

 
 
 
Sammelgel: 
 

Acrylamid/Bisacrylamid 
(29:1) 

2 ml 

0,625M Tris, pH 6,8 2,4 ml 
0,5% SDS-Lösung 2,4 ml 

ddH2O 5,2 ml 
10% Ammoniumpersulfat 70 µl 

TEMED (N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamine)

12 µl 

 
 
Für die SDS-PAGEs wurde das Mini-PROTEAN Electrophoresis System (BioRad) 

verwendet. Der Laufpuffer enthielt folgende Komponenten: 2,5mM Tris, 19,2mM Glycin, 1% 

SDS. Die Proteinproben wurden in 2x Lämmli-Probenpuffer (125mM Tris; pH 6,8, 6% 

Glycerin, 2% SDS, 0,0025% Bromphenolblau, 5% Mercaptoethanol) aufgenommen und für 
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fünf Minuten bei 68°C inkubiert. Die Gelelektrophorese wurde bei 100 Volt für ca. eine 

Stunde durchgeführt.  

 

2.7.2 Western Blot und ECL (Enhanced Chemiluminescence) - Nachweis der geblotteten 

Proteine 

 

Der Western Blot wurde nach dem Wet-Blot-Verfahren in der Mini Trans-Blot Cell (BioRad) 

durchgeführt. Das Gel, die Nitrozellulosemembran (Protran®; Whatmann; Schleicher und 

Schüll), die Whatmann-Filterpapiere und die Schaumstoffkissen wurden vor dem Blotten für 

30 Minuten in 4°C kaltem Transferpuffer (25mM Tris, 192mM Glycin, 20% Methanol) 

inkubiert. Es wurde entweder für eine Stunde bei 100 Volt bei Raumtemperatur, oder über Nacht 

bei 30 Volt bei 4°C geblottet. Das Absättigen unspezifischer Bindungen der Membran wurde 

durch Inkubation in Blocklösung (5% Milchpulver in TBST (10mM Tris, 150µM NaCl, 

0,05% Tween 20; pH 7,6)) über Nacht bei 4°C durchgeführt. Dann wurde die 

Nitrozellulosemembran 1 x 20 Minuten und 2 x 5 Minuten in TBST bei Raumtemperatur 

gewaschen. Anschließend wurde die Membran unter leichtem Schütteln bei Raumtemperatur 

für 1-2 Stunden mit dem primären, in TBST verdünnten Antikörper inkubiert.  

 

Liste der verwendeten primären Antikörper: 

 

α-Penta-His-Antikörper  

(mouse monoclonal; QIAexpress®; QIAGEN®)  Verdünnung 1:2000 

 

α-BRP  (nc82) (mouse monoclonal) Verdünnung 1:100 (Hofbauer, 

1991; Wagh et al., 2006)  

 

 α-Sap47 (nc46)  (mouse monoclonal)                                 (Hofbauer, 1991) 

 

α-Myc (9E10)  

(mouse monoclonal; Santa Cruz Biotechnology)  Verdünnung 1:2000 

 

Anschließend wurde wieder 1 x 20 und 2 x 5 Minuten in TBST bei Raumtemperatur 

gewaschen und danach mit dem sekundären Antikörper (goat anti-mouse/rabbit IgG HPR-

Conjugat; 1:7500 in TBST; BioRad) ebenfalls 1 Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem 
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Schütteln inkubiert. Danach wurde wiederum 1 x 20 Minuten und 2 x 5 Minuten in TBST 

gewaschen, bevor der ECL-Nachweis durchgeführt wurde. Dazu wurden die beiden ELC-

Reagenzien (Immobilon™ Western; Millipore) im Verhältnis 1:1 gemischt und die 

Nitrozellulosemembran damit für fünf Minuten überschichtet. Anschließend wurde ein 

Röntgenfilm belichtet, der Film entwickelt und fixiert. Die Exposition und die Länge der 

Entwicklungszeit richteten sich dabei nach der Stärke des Signals.  

 

2.7.3 Coomassie-Färbung von SDS-PAGEs  

 

Nach der Gelelektrophorese wurde das SDS-PAGE für 30 Minuten in der Coomassie-

Färbelösung (0,5% Coomassie Brilliant Blue, 50% Methanol, 7% Essigsäure) bei 

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Gel bei Raumtemperatur entfärbt (30% 

Methanol, 10% Essigsäure), bis die Proteine gut sichtbar waren. Meist wurde über Nacht 

entfärbt und anschließend über Nacht in Trocknungslösung bei Raumtemperatur (20% 

Methanol, 3% Glycerin) getrocknet. Zur Aufbewahrung wurde das Gel dann in Folie 

eingebettet und durch Anlegen eines Vakuums über Nacht getrocknet.  

 

2.7.4 Bradford-Test zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen 

 

Als Standard wurde eine BSA-Verdünnungsreihe (1 µg/ml – 25 µg/ml) in PBS (137mM 

NaCl, 70mM Na2HPO4, 30mM NaH2PO4; pH 7,4) erstellt. Je 80 µl dieser Standardreihe 

wurden mit 20 µl Roti Quant (Roth) für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurde am Spektralphotometer (BioPhotometer; Eppendorf) durch Messung der 

Absorption bei 595 nm eine Eichkurve erstellt. Vom Protein von Interesse wurde ebenfalls 

eine Verdünnungsreihe erstellt und diese genauso behandelt, wie zuvor der Standard. Waren 

nun Werte der Verdünnungsreihe des Proteins von Interesse auf der Standard-Eichkurve zu 

finden, konnte die Proteinmenge quantifiziert werden. War dies nicht der Fall, so wurden 

neue Verdünnungsreihen erstellt.  
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2.7.5 Immunopräzipitation 

 

2.7.5.1 Immunopräzipitation rekombinanter SRPK3-Proteine 

 

Die rekombinanten Myc-getaggten SRPK3-Proteine (vgl. 2.6.14) wurden wie unter Punkt 

2.11 beschrieben in HEK293 exprimiert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen geerntet. Dazu 

wurde das Medium entfernt, die Zellen 1 x mit eiskaltem, sterilem PBS (Biowest) gewaschen 

und in vorgekühlte Reaktionsgefäße gefüllt. Die Zellen wurden durch kurze Zentrifugation 

pelletiert und in 400 µl Lysispuffer (25mM Tris; pH 7,5, 150mM NaCl, 2mM EDTA, 2mM 

EGTA, 10% Glycerol, 0,1% NP-40; complete Mini Tablette (Roche)) resuspendiert. 

Anschließend wurden die Zellen für 40 Minuten bei 4°C auf dem Nutator lysiert, bevor sie für 

30 Minuten bei 14.000 rpm. auf 4°C abzentrifugiert wurden. Das Zelllysat wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß gegeben. Zur Induktionskontrolle wurden 10 µl des Überstandes entnommen 

und mit 2 x Lämmli-Probenpuffer (125mM Tris; pH 6,8, 6% Glycerin, 2% SDS, 0,0025% 

Bromphenolblau, 5% Mercaptoethanol) aufgekocht. Diese Proben wurden bei -20°C 

aufbewahrt und konnten später auf einem Western Blot analysiert werden. Für die 

Immunopräzipitation wurden nun 300 µg der Proteinlösung eingesetzt. Die Menge an 

Proteinen wurde mittels Bradford-Test (siehe 2.7.4) bestimmt. Die entsprechende Menge an 

Proteinlösung wurde dann mit Lysispuffer auf 500 µl aufgefüllt. Dann wurden 5 µl des α-

Myc-Antikörpers (9E10; Santa Cruz Biotechnology) zu der Lösung gegeben und die 

Mischung für zehn Minuten bei 4°C vorinkubiert, bevor schließlich 50 µl Protein-A-

Sepharose-beads (Invitrogen) zugegeben wurden und der Ansatz über Nacht bei 4°C, über 

Kopf rotiert wurde. Am nächsten Tag wurde für zwei Minuten bei 14.000 rpm. bei 4°C 

zentrifugiert, der Überstand abgezogen und mit 1 ml Lysispuffer (ohne complete Mini 

Tablette) gewaschen. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Abschließend wurde entweder 

40 µl 2 x Lämmli-Probenpuffer (125mM Tris; pH 6,8, 6% Glycerin, 2% SDS, 0,0025% 

Bromphenolblau, 5% Mercaptoethanol) zugegeben und die Immunopräzipitation per Western 

Blot analysiert, oder die beads wurden für eine Co-Immunopräzipitation (vgl. 2.7.6) bzw. den 

Kinase-Assay (vgl. 2.12.1) weiterverwendet. 

 

2.7.5.2 Immunopräzipitation des Bruchpilot-Proteins 

 

Das Bruchpilot-Protein wurde aus adulten Fliegenköpfen immunopräzipitiert, wie in Schmidt, 

2006 beschrieben (Schmidt, 2006). Dazu wurden Köpfe adulter, wildtypischer Fliegen in 
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Deoxycholatpuffer (500mM Tris; pH 9,0, 1% Natriumdeoxycholat, complete Mini Tablette 

(Roche)) homogenisiert. Anschließend wurde dieses Homogenat für 30 Minuten bei 37°C 

inkubiert, bevor 1/10 Volumen Tritonpuffer (50mM Tris; pH 9,0, 1% Triton X-100) 

zugegeben und diese Mischung erneut für 30 Minuten bei 4°C inkubiert wurde. Dann wurde 

für 15 Minuten bei 14.000 rpm. bei 4°C zentrifugiert. Zu diesem Fliegenhomogenat wurden 

nun mit Antikörper vernetzte Protein-A-Sepharose-beads (Invitrogen) gegeben und die 

Mischung über Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Vernetzung der Protein-A-beads mit den 

Antikörpern wurden die beads mit 900 µl α-BRP-Antikörper (Wagh et al., 2006) bzw. zur 

Kontrolle mit 44 µg der schweren Kette des Maus-IgG (Dianova), für 1,5 Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die beads 3 x mit PBS (137mM NaCl, 

70mM Na2HPO4, 30mM NaH2PO4) dann mit 50mM Borax; pH 9,0 gewaschen und die 

Antikörper durch die Inkubation mit 50mM Borax (pH 9,0), versetzt mit 40mM 

Dimethylpimelinediimidatedihydrochlorid für 1 Stunde bei Raumtemperatur mit den beads 

vernetzt. Anschließend wurden die beads 3 x 2 Minuten mit 1M Tris; pH 8,0 gewaschen und 

mit 100mM Glycin; pH 2,0 für 1 Minute präeluiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit 

PBS konnten die beads mit dem Fliegenhomogenat beladen und über Nacht bei 4°C inkubiert 

werden. Am nächsten Tag wurden die beads 5 x mit Deoxycholat/Triton X-100-Puffer 

gewaschen und die Proteine zunächst durch Zugabe von 100mM Glycin; pH 2,0 und 

anschließend durch Aufkochen in Lämmli-Probenpuffer (125mM Tris; pH 6,8, 6% Glycerin, 

2% SDS, 0,0025% Bromphenolblau, 5% Mercaptoethanol) eluiert. Der Erfolg der 

Immunopräzipitation wurde durch einen Western Blot überprüft.  

 

2.7.6 Co-Immunopräzipitation 

 

Für die Durchführung von Co-Immunopräzipitationsexperimenten wurden zwei verschiedene 

Protokolle benutzt. Entweder wurde zunächst eine Immunopräzipitation des Bruchpilot-

Proteins durchgeführt, wie unter Punkt 2.7.5.2 beschrieben. Die dabei erhaltenen Sepharose-

A-beads (Invitrogen), beladen mit dem Bruchpilot-Protein, wurden dann mit Lysat aus 

SRPK3-exprimierenden HEK293-Zellen (Hergestellt wie unter Punkt 2.7.5.1 beschrieben) 

über Nacht  bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die beads für zwei Minuten bei 

14.000 rpm. bei 4°C zentrifugiert, der Überstand abgezogen und mit 1 ml Lysispuffer (25mM 

Tris; pH 7,5, 150mM NaCl, 2mM EDTA, 2mM EGTA, 10% Glycerol, 0,1% NP-40) 

gewaschen. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Nun konnten die beads mit Lämmli-

Probenpuffer (125mM Tris; pH 6,8, 6% Glycerin, 2% SDS 0,0025% Bromphenolblau 5% 
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Mercaptoethanol) versetzt und durch einen Western Blot analysiert werden. Dabei wurde der 

Blot zum einen mit dem α-BRP-Antikörper (Wagh et al., 2006) inkubiert (Inputkontrolle) 

zum anderen mit dem α-Myc-Antikörper (9E10; Santa Cruz Biotechnology), um eine 

eventuelle Interaktion beider Proteine nachzuweisen.  

Für das reverse Experiment wurde zunächst das SRPK3-Protein immunopräzipitiert wie unter 

Punkt 2.7.5.1 beschrieben. Die mit SRPK3 beladenen Protein-A-beads wurden dann mit 500 

µl Fliegenhomogenat (Herstellung beschrieben unter Punkt 2.7.5.2) über Nacht bei 4°C 

inkubiert und am nächsten Tag durch Zentrifugation für zwei Minuten bei 4°C pelletiert. 

Nach fünf Waschschritten mit je 1 ml Deoxycholat/Triton X-100-Puffer (siehe 2.7.5.2) bei 

4°C, konnten die beads durch einen Western Blot analysiert werden. Dabei wurde der Blot 

zum einen mit dem α-Myc-Antikörper (9E10; Santa Cruz Biotechnology) inkubiert 

(Inputkontrolle) zum anderen mit dem α-BRP-Antikörper (Wagh et al., 2006), um eine 

eventuelle Interaktion beider Proteine nachzuweisen.  

2.8 Immunfluoreszenzfärbung larvaler Nerv-Muskel-Präparate 

2.8.1 Herstellung larvaler Nerv-Muskel-Präparate 

Für immunhistochemische Färbungen wurden wandernde Larven des dritten Larvalstadiums 

verwendet. Die Larven wurden zunächst auf Eis betäubt. Dann wurden sie mit der dorsalen 

Seite nach oben in ein mit Elastosil® (Wacker) ausgegossenes Schälchen überführt und mit je 

einer Minutie (Fine Science Tools) am anterioren und posterioren Ende fixiert. Anschließend 

wurde die Larve mit einem Tropfen Calzium freier Saline (128mM NaCl, 35mM Sucrose, 

2mM KCl, 4mM MgCl2, 3mM HEPES; pH 7,2, 1mM EDTA; pH-Wert der Lösung einstellen 

auf pH 7,0) überschichtet, bevor mit einer Mikroschere (Fine Science Tools) der Haut-

Muskel-Schlauch geöffnet und alle inneren Organe bis auf das Nervensystem entfernt 

wurden. Hinterher wurden die Larven in 4% Paraformaldehyd pH; 7,4 (vgl. 2.8.2) für 1,5 

Stunden auf Eis fixiert.  

2.8.2 Herstellung der Fixierlösung (4% Paraformaldehyd) 

 

Zur Herstellung der Fixierlösung (4% Paraformaldehyd) wurden 2 g Paraformaldehyd in 25 

ml Wasser unter Rühren für fünf Minuten bei 60°C gelöst. Anschließend wurde die trübe 

Lösung mit 100 µl NaOH geklärt. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wurden 20 ml 2 x 

PEM (200mM PIPES, 4mM EGTA, 1mM MgSO4; pH 7,0) zugegeben und der pH-Wert 
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kontrolliert. Lag dieser zwischen pH 7,0 und pH 7,2 wurden nochmals 5 ml 2 x PEM 

zugegeben.   

 

2.8.3  Immunfluoreszenzfärbung larvaler Nerv-Muskel-Präparate 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden als sekundäre Antikörper die Fluoreszenzfarbstoff-

gekoppelten  Antikörper goat α-mouse/rabbit IgG Cy3 (Conjugate) (Abbildungen rot bzw. 

magenta), goat α-mouse/rabbit IgG Alexa 488 (Abbildungen grün) (beide Molecuolar Probes) 

und goat α-guinea pig IgG Texas Red (Jackson Lab) verwendet. Alle diese Antikörper wurden 

1:1000 verdünnt. Die Präparation der Larven erfolgte wie unter 2.8.1 beschrieben. Nach der 

Fixierung wurde 3 x 15 Minuten in PBST (137mM NaCl, 70mM Na2HPO4, 30mM NaH2PO4, 

0,1% Triton; pH 7,4) bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln gewaschen. Anschließend 

wurden die Präparate 1 Stunde in Blocklösung (2% BSA, 5% Normal Horse Serum, 0,2% 

Triton in PBST (37mM NaCl, 70mM Na2HPO4, 30mM NaH2PO4; pH 7,4)) bei 

Raumtemperatur inkubiert, bevor über Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper, verdünnt 

in PBST (Verdünnung siehe untenstehende Liste), inkubiert wurde. Vor der Zugabe des 

sekundären Antikörpers, wurden die Präparate erneut 3 x 45 Minuten in PBST bei 

Raumtemperatur gewaschen. Anschließend wurde mit dem sekundären Antikörper, verdünnt 

in PBST, für eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, bevor nochmals für 4 x 

1 Stunde in PBST im Dunkelnbei Raumtemperatur gewaschen wurde. Bei Doppelfärbungen 

mit α-BRP und α-GFP wurden die Waschschritte über Nacht bei 4°C durchgeführt, um den 

starken Hintergrund zu mindern. Abschließend wurden die Präparate auf Objektträger 

überführt und in Vectashield (Vector Laboratories) eingebettet. Nun konnten die Präparate 

mit einem Konfokalen-Laser-Scanning-Mikroskop (TCS NT; Leica Mikrosystems) 

aufgenommen und mit Hilfe von ImageJ und Adobe Photoshop bearbeitet werden.  

 

Liste der primären Antikörper: 

 

α-BRP (nc82) (mouse monoclonal) Verdünnung 1: 100 (Hofbauer, 1991; Wagh et 

al., 2006) 

α-GFP (rabbit polyclonal)    Verdünnung 1:1000 (Molecular Probes) 

α-SRPK3 (RC/RF) (guinea pig polyclonal)  Verdünnung 1:300 (Nieratschker V.;  

affinitätsgereinigt) 
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2.9 DAB-Färbung adulter Gehirnschnitte 

 
Die Präparation der Fliegen und die Kryostatschnitte wurden von D. Dudaczek nach einem 

Protokoll von Buchner et. al durchgeführt (Buchner et al., 1986). Die Schnitte wurden für 2 

Stunden mit Normal horse serum (Vector Laboratories) bei Raumtemperatur geblockt, danach 

wurde in einer feuchten Kammer bei 4°C mit dem primären Antikörper inkubiert (α-BRP 

(mouse monoclonal) 1:100; Hofbauer, 1991; Wagh et al. 2006). Am nächsten Morgen wurde 

2 x 15 Minuten bei Raumtemperatur in PBST (137mM NaCl, 70mM Na2HPO4, 30mM 

NaH2PO4, 0,1% Triton; pH 7,4) gewaschen, vor der Inkubation mit dem sekundären 

Antikörper (Biotinylated α-mouse IgG 1:1000; Vector Laboratories) (1 Stunde bei 37°C). 

Anschließend wurde erneut 2 x 15 Minuten in PBST gewaschen, bevor die Schnitte für 1 

Stunde bei 37°C mit dem ABC-Komplex (Vectastain; Vector Laboratories) inkubiert wurden. 

Nach erneutem Waschen (2 x 15 Minuten) in PBST wurde mit DAB (3,3'-Diaminobenzidin) 

gefärbt, bis die Intensität der Färbung den Erwartungen entsprach. Abschließend konnten die 

Präparate in Glycergel (Glycergel® Mounting Medium, Aqueous; Dako) eingebettet und 

ausgewertet werden. 

 

2.10 Herstellung von Antikörpern 

 
2.10.1 Generierung von Peptiden zur Immunisierung, Immunisierung von Kaninchen 

und Gewinnung des polyklonalen Serums 

 

Zur Herstellung von Antikörpern gegen die RC/RF-Gruppe der SRPK3 wurden von Dr. Palm, 

(Physiologische Chemie I, Biozentrum, Universität Würzburg) zwei Peptide generiert. Diese 

beiden Peptide liegen im ersten Exon der RC/RF-Gruppe, eine Region des Proteins, die für 

diese Isoformen spezifisch ist. Dabei wurden die für die Immunisierung geeigneten 

Sequenzen von der Firma BioGenes Gesellschaft für Biopolymere mbH, ermittelt. Die 

Sequenzen lauten wie folgt: 

 

 1. (C)SIDLGSSPLSHRNYSNSLKGF (AS 103-123 der RC/RF-Gruppe) 

 2. (C)RIYSTPTSIVDEDKAQQDF (AS 251-269 der RC/RF-Gruppe) 
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Diese Firma führte anschließend auch die Kopplung der Peptide an Keyhole Limpet 

Hemocyanin (KLH), die Immunisierung von Kaninchen mit den Peptiden, sowie die 

Gewinnung des Serums durch.  

 

2.10.2 Klonierung von His-Fusionsproteinen zur Antikörpergewinnung 

 

Um rekombinante His-Fusionsproteine zu erhalten, die jeweils spezifisch für die 

Transkriptgruppen Srpk3-RC/RF bzw. Srpk3-RB/RE sind, wurden die entsprechenden 

Sequenzen in den pET28a(+)-Vektor (Novagen) kloniert. Die für die Srpk3-RC/RF-Gruppe 

spezifische Sequenz, also vom Startcodon der Srpk3-RC/RF-Gruppe, bis zum Ende des ersten 

Exons lag schon, 5` mit einer EcoRI-Schnittstelle und 3` mit einer XhoI-Schnittstelle 

versehen, in den TOPO-Vektor kloniert vor (Topo TA Cloning® Kit; Invitrogen) (vgl. 

Reuther, 2005). Dieses Konstrukt konnte also aus dem TOPO-Vektor durch 

Restriktionsverdau mit EcoRI / XhoI gewonnen und über diese Restriktionsschnittstellen in 

frame in den pET28a(+)-Vektor kloniert werden. Der pET28a(+)-Vektor codiert N-terminal 

für ein 6 x His-Tag, so dass bei der anschließenden Proteinexpression ein His-getaggtes 

Fusionsprotein hergestellt wird. Um ein His-getaggtes Fusionsprotein der Srpk3-RB/RE-

Gruppe zu erhalten, wurde die Sequenz vom Startcodon dieser Isoformen bis zum Ende des 

ersten Exons dieser Transkripte durch PCR mit dem Primerpaar Fusion kleine Isoform EcoRI 

sense / Fusion kleine Isoform XhoI anti amplifiziert. Durch die Primer wurde ebenfalls 5` eine 

EcoRI-Schnittstelle und 3` eine XhoI-Schnittstelle angefügt. Somit konnte auch dieses 

Konstrukt dann durch Restriktionsverdau mit EcoRI / XhoI in frame in den pET28a(+)-

Vektor einkloniert werden.  

 

2.10.3 Induktion der Proteinexpression in Bl21-Zellen und Aufreinigung der His-

Fusionsproteine 

 

Die Proteininduktion wurde durch Zugabe von IPTG induziert und die His-Fusionsproteine 

über Ni-NTA-Agarose (QIAGEN®) aufgereinigt, wie in dem Handbuch The QIAexpressionist 

beschrieben. Dabei wurden denaturierende Bedingungen verwendet, da die His-

Fusionsproteine unlöslich vorliegen. Eluiert wurden die Proteine nur mit dem Elutionspuffer 

E (100mM NaH2PO4, 10mM Tris·Cl, 8M Harnstoff; pH 4,5), da in den Elutionsschritten mit 

Puffer D (100mM NaH2PO4, 10mM Tris·Cl, 8M Harnstoff; pH 5,9) nur sehr wenig Protein 

von der Säule gewaschen werden konnte. Alle Induktions- und Aufreinigungsschritte wurden 
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durch Comassie-Färbung (vgl. 2.7.3) oder Western Blot (vgl. 2.7.2) mit dem α-Penta-His-

Antikörper (QIAexpress®; QIAGEN®; Verdünnung 1:2000) überprüft.  

 

2.10.4 Fällung der Fusionsproteine 

 

Die His-Fusionsproteine wurden nach der Aufreinigung über Nickel-Agarose gefällt. Dazu 

wurde die Proteinlösung mit einer Volumeneinheit Methanol, einer Volumeneinheit 

Chloroform und drei Volumeneinheiten ddH2O kräftig vermischt und anschließend für zwei 

Minuten bei 11000 rpm. abzentrifugiert. Dabei bildet das denaturierte Protein einen weißen 

Niederschlag in der Grenzschicht zwischen der Chloroform- und der Wasserphase. Der 

Überstand aus Wasser und Methanol wurde entfernt und drei Volumeneinheiten Methanol 

(bezogen auf das Ausgangsvolumen) zugegeben. Diese Mischung wurde erneut für zwei 

Minuten bei 10000 rpm zentrifugiert. Nun konnte das Protein luftgetrocknet und anschließend 

weiterverarbeitet werden.  

 

2.10.5 Immunisierung von Meerschweinchen 

 

Es wurden drei Immunisierungen im Abstand von drei Wochen durchgeführt. Für die 

Immunisierung eines Meerschweinchens wurden jeweils 100 µg des Proteins in 50 µl ddH2O 

rehydriert und anschließend in 50 µl Harnstofflösung (8M Harnstoff in PBS (137mM NaCl, 

70mM Na2HPO4, 30mM NaH2PO4) gepuffert) gelöst. Nach Zugabe von weiteren 600 µl 

ddH2O wurden die Proben für zehn Minuten auf Eis inkubiert. Der Lösung wurden 700 µl 

Freud´sches Adjuvans zugegeben und gründlich gemischt, bis eine stabile Emulsion entstand. 

Für die erste Immunisierung wurde komplettes Freud`sches Adjuvans benutzt, für die beiden 

folgenden Immunisierungen inkomplettes Freud´sches Adjuvans. Die Injektion erfolgte unter 

Betäubung der Tiere mit Ether subcutan in den Nackenbereich. Die Immunisierung und das 

Töten der Tiere wurden von Prof. Dr. Krohne, Abteilung für Elektronenmikroskopie 

durchgeführt.  

 

2.10.6 Gewinnung des polyklonalen Serums 

 

Die Tiere wurden vor dem Durchtrennen der Halsschlagader mit Ether betäubt. Das 

herausfließende Blut wurde in einem Falkonröhrchen aufgefangen. Anschließend wurde das 

Blut für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, bevor es über Nacht auf 4°C gekühlt 
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wurde. Am nächsten Tag wurde das Blut für 20 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert, um die 

Zellbestandtteile abzutrennen. Der Überstand wurde erneut für zehn Minuten bei 5000 rpm 

zentrifugiert. Das so gewonnene polyklonale Serum wurde aliquotiert und bei -70°C gelagert.  

 

2.10.7 Affinitätsreinigung der Antikörper 

 

Da polyklonale Seren neben den gewünschten Antikörpern noch viele weitere Bestandteile 

enthalten, die die Antikörperreaktion unspezifischer machen, sollten die spezifischen SRPK3-

Antikörper affinitätsgereinigt werden. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit nur mit dem 

Antikörper gegen die RC/RF-Gruppe durchgeführt. Dafür musste zunächst einmal das 

Antigen an die Affinitätssäule (HiTrap™ NHS-activated HP 1 ml; GE Healthcare) gekoppelt 

werden. Dazu wurden 500 µg/ml des Antigens nach der Fällung (vgl. 2.10.4) in 1 ml 

Bindepuffer (200µM NaHCO3, 500µM NaCl; pH 8,3) gelöst. Da das Antigen stark unlöslich 

war, war es notwendig dem Bindepuffer 20 µl 20% SDS zuzugeben und die Lösung zu 

erhitzen, bis alles Protein gelöst war. Auf die HiTrap™ NHS-activated HP-Säule wurde dann 

ein Tropfen eiskalte 1mM Salzsäure aufgebracht, um die Bildung von Luftblasen zu 

vermeiden. Dann wurde die Säule an eine Pumpe angeschlossen, um die 

Durchflussgeschwindigkeit später zu erhöhen. Das in der Säule enthaltene Isopropanol wurde 

durch Zugabe von 3 x 2 ml eiskalter 1mM Salzsäure ausgewaschen. Dabei wurde eine 

Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml / Minute gewählt. Sofort im Anschluss wurde die 

Antigenlösung auf die Säule gegeben, die Säule verschlossen und alles für eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Säule mit 3 x 2 ml Puffer A (500µM 

Ethanolamin, 500µM NaCl; pH 8,3), gefolgt von 3 x 2 ml Puffer B (100µM Essigsäure, 

500µM NaCl; pH 4), gefolgt von erneut 3 x 2 ml Puffer A, gewaschen. Nun wurde die Säule 

nochmals für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, bevor wieder mit 3 x 2 ml Puffer B, 

gefolgt von 3 x 2 ml Puffer A, gefolgt von 3 x 2 ml Puffer B gewaschen wurde. Nun ist die 

Säule fertig zum Gebrauch und kann bei Bedarf auch aufbewahrt werden. Zum Aufbewahren 

lässt man 2 ml Storagebuffer (50µM Na2HPO4, 0,1% NaN3; pH 7,4) in die Säule laufen. Dann 

gibt man die Säule in ein Falkonröhrchen gefüllt mit Storagebuffer. Alle weiteren Schritte 

müssen nun auf 4°C durchgeführt werden. Das polyklonale Serum wurde 1:10 in PBS 

(137mM NaCl, 70mM Na2HPO4, 30mM NaH2PO4) verdünnt und diese Lösung wurde 3-5 x 

über die Säule laufen gelassen. Dabei wurde eine Durchflussgeschwindigkeit von maximal 3 

ml / Minute nicht überschritten. Dann wurde die Säule mit 30 Volumeneinheiten PBS 

gewaschen, gefolgt von 30 Volumeneinheiten PBS mit 350mM NaCl, gefolgt von 10 
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Volumeneinheiten PBS. Die Antikörper wurden nun fünf Minuten mit 100mM Glycin; pH 2,5 

bei einer Durchlaufrate von 3 ml / Minute eluiert. Dabei wurden Fraktionen von je einem 

Milliliter in 50 µl 1M Tris / HCl (pH 8,9) aufgefangen. Die Neutralität der entstehenden 

Lösung wurde zuvor durch pH-Messungen sichergestellt. Nun kann die Säule mit 20 

Volumeneinheiten PBS gewaschen und bis zur erneuten Benutzung in Storagebuffer 

aufbewahrt werden. Die Eluate wurden gegen PBS umgepuffert (2 x 1 Stunde; 2 Liter PBS; 

4°C). Um die Eluate zu konzentrieren (gewünschte Endkonzentration: 1 mg/ml) wurden 

CentriPlus 50 Centifugal Filter Units (Millipore) eingesetzt. Die Angaben des Herstellers 

wurden befolgt. Zur Stabilisierung der Antikörperlösung wurde 4 mg/ml BSA 

(Antikörperfrei; Sigma) und 0,1% NaN3 zugegeben, bevor sie bei -70°C gelagert wurde.  

 

2.11 Kultur und Transfektion von HEK293-Zellen 

 
Die HEK293-Zellen wurden in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose 

w/ L-Glutamine w/o Sodium Pyruvate (Biowest) kultiviert. Zugesetzt wurde diesem Medium 

10% fötales Kälberserum (Biowest) sowie Penicillin-Streptomycin (Biowest). Das Serum 

wurde vor der Zugabe zum Medium für 30 Minuten bei 56°C inaktiviert und das gesamte 

Medium vor Gebrauch steril filtriert (Microscience Filtereinheiten; FP30/0, 0,45 CA-S; 

Schleicher und Schüll). Die Zellen wurden unter adhärenten Wachstumsbedingungen in 250 

ml Zellkulturflaschen mit Gasaustauschkappe (Greiner) in einem Inkubator (Hareus) bei 37°C 

und 7% CO2 in einer feuchten Atmosphäre gehalten und bei einer zu etwa 70% bewachsenen 

Fläche (alle 3-4 Tage) gesplittet. Dazu wurde zunächst das verbrauchte Medium entfernt und 

die Zellen mit sterilem PBS (Biowest) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen durch 

Inkubation mit 2 ml Trypsin / EDTA-Lösung (Biowest) für drei Minuten bei Raumtemperatur 

vom Boden gelöst. Die Enzymreaktion wurde durch die Zugaben von 8 ml Medium gestoppt 

und die Zellen resuspendiert. Dann wurden die Zellen 1:5 verdünnt auf neue 

Zellkulturflaschen aufgeteilt und mit frischem Medium versorgt. Alle Zellkulturarbeiten 

wurden unter einer sterilen Flow-Hood durchgeführt. Zum Zählen der Zellen vor der 

Transfektion wurden 10 µl der Zellsuspension, je nach Zellgehalt in Zellkulturmedium 

verdünnt. Diese Verdünnung wurde 1:1 mit Tryphanblau vermischt, um die lebenden Zellen 

von toten unterscheiden zu können und in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Die 

Anzahl der lebenden Zellen pro ml berechnete sich dann nach folgender Formel: 
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Anzahl der lebenden Zellen pro ml = Mittelwert der lebenden Zellen der ausgezählten 

Quadranten x Verdünnungsfaktor x 104 

 

Die Trankfektion der Zellen wurde mit dem PolyFect Transfection Reagent (QIAGEN®) 

durchgeführt. Das beiliegende Protokoll wurde befolgt. 48 Stunden nach der Transfektion 

konnten die Zellen geerntet und die rekombinanten Proteine gereinigt werden, wie unter 

Punkt 2.7.5.1 beschrieben.  

 

2.12 In vitro Phosphorylierung synthetischer Peptide 

 
2.12.1 In vitro Phosphorylierungsassays mit SRPK3 

 

Rekombinante SRPK3-Isoformen wurden in HEK293-Zellen hergestellt und durch 

Immunopräzipitation gewonnen wie unter 2.11 und 2.7.5.1 beschrieben. Als Negativkontolle 

wurde das Lysat nicht-transfizierter Zellen eingesetzt. Die Protein-A-Sepharose mit den daran 

gebundenen SRPK3-Proteinen wurden 5 x mit je 1 ml Lysispuffer (25mM Tris; pH 7,5, 

150mM NaCl, 2mM EDTA, 2mM EGTA, 10% Glycerol, 0,1% NP-40) gewaschen, gefolgt 

von einem Waschschritt mit 1 ml 500µM NaCl. Anschließend wurde 2 x mit je 1 ml 

Kinasepuffer (8mM MOPS-NaOH; pH 7,0, 0,2mM EDTA) gewaschen. Die so gereinigten 

SRPK3-Proteine wurden für den anschließenden Kinase-Assay an den Sepharose-A-beads 

belassen. Als Substrat wurde SRPK1tide (Upstate) eingesetzt, ein synthetisches Peptid 

korrespondierend zu den Aminosäuren 204-218 des humanen Spleißfaktors ASF-1/SF-2 

(RSRSRSRSRSRSRSR). Das Substrat wurde in H2O verdünnt (Endkonzentration 3mM). Die 

Phosphorylierungsreaktion wurde in einem Endvolumen von 75 µl durchgeführt und enthielt 

folgende Komponenten: 50 µl SRPK3-Sepharose-beads, 5 µl Kinasepuffer, 2,5 µl SRPK1tide 

(3mM) (Upstate), 5 µl H2O, 10 µl γ32ATP-Mix. Der ATP-Mix enthielt 500µM ATP (Roche) 

und 0,75µCi γ32ATP (10µCi/µl; 3000Ci/mmol) (GE Healthcare Life Sciences) verdünnt in 

25mM MgAc. Als Positivkontrolle diente SRPK1, active (Upstate). Diese Kinase wurde den 

Positivkontrollen in einer Konzentration von 1,5 ng gelöst in 20mM MOPS-NaOH; pH 7,0; 

1mM EDTA, o,o1% Brij-35, 5% Glycerol, 0,1% 2-Mercaptoethanol, 1mg/ml BSA, 

zugegeben. Der Ansatz wurde für 30 Minuten bei 30°C inkubiert und die Reaktion 

anschließend durch Aufbringen auf p81 Phosphozellulosefilter (Durchmesser: 2,5 cm; 

Whatmann International LTD) gestoppt. Die Filter wurden anschließend 3 x 15 Minuten in 

175mM Phosphorsäure gewaschen, bevor sie in Scintillationsröhrchen mit 3 ml H2O 
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überführt wurden. Die Menge an übertragenem, radioaktivem Phosphat wurde in einem 

Scintillationszähler (LKB wallac 1214 Rackbeta, Liquid scintillation counter) durch Messung 

der Tscherenkowstrahlung bestimmt. Als Negativkontrollen wurden zum einen Ansätze ohne 

SRPK3, zum anderen Ansätze ohne Substrat (Autophosphorylierungskontrolle) gemessen. 

Für die Ansätze ohne Kinase wurde die Immunopräzipitation mit nicht-transfizierten Zellen 

durchgeführt. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde durch den t-Test bestimmt.  

  

2.12.2 In vitro Phosphorylierung von Synapsinpeptiden 

 

Die folgenden Undeca-Peptide aus dem Bereich der PKA-Erkennungsstelle innerhalb der A-

Domäne des Synapsins wurden als Substrate eingesetzt: 

 Genomische Sequenz: L-K-R-R-F-S-S-G-D-L-S 

 cDNA-Sequenz: L-K-R-G-F-S-S-G-D-L-S 

 Mutiert (zerstörte Phosphorylierungsstelle): L-K-R-R-F-A-A-G-D-L-S 

Die Peptide wurden von Biosynthan Gesellschaft für bioorganische Synthese mbH hergestellt. 

Sie wurden HPLC gereinigt (Reinheitsgrad: 95%) und ihre Identität wurde durch MALDI-

TOF Massenspektroskopie überprüft. Als Positivkontrolle wurde Kemptide eingesetzt (L-R-

R-A-S-L-G) (Bachem). Die Susbtrate wurden in H2O in einer Endkonzentration von 20 µg/µl 

gelöst. Die Phosphorylierungsreaktion wurde in einem Volumen von 50 µl durchgeführt und 

enthielt folgende Komponenten: 300µM ATP (Roche), 3µCi γ32ATP (10µCi/µl; 

3000Ci/mmol) (GE Healthcare Life Sciences), 50mM β-Glycerophosphat; pH 7,3, 1.5mM 

EGTA, 1mM DTT, 10mM MgCl2, 25 oder 50 µg Substrat und 100 ng bovine PKA (Biaffin 

GmbH und Co KG). Der Ansatz wurde für vier Minuten bei 30°C inkubiert und die Reaktion 

anschließend durch Aufbringen auf p81 Phosphozellulosefilter (Durchmesser: 2,5 cm; 

Whatmann International LTD) gestoppt. Die Filter wurden anschließend 3 x 15 Minuten in 

175mM Phosphorsäure gewaschen um ungebundenes ATP zu entfernen. Dann wurden die 

Filter in Scintillationsröhrchen mit 3 ml H2O überführt. Die Menge an radioaktivem Phosphat, 

das auf das Substrat übertragen wurde, wurde in einem Scintillationszähler (LKB wallac 1214 

Rackbeta, Liquid scintillation counter) durch Messung der Tscherenkowstrahlung bestimmt. 

Hintergrundswerte, gemessen an Proben ohne PKA wurden von den Messwerten abgezogen. 

Die gemessenen Werte wurden benutzt, um die Stoichiometrie des Phosphateinbaus für jedes 

Peptid und jede Konzentration zu bestimmen. Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse 

aller acht Gruppen wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test angewandt. Für einen 
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paarweisen Vergleich zwischen genomischer Sequenz und cDNA-Sequenz wurde der Mann-

Whitney-Test eingesetzt und anschließend die Bonferroni Korrektur durchgeführt. 

 

2.13 Keimbahntransformation 

 
Keimbahntransformantionen wurden durchgeführt, um transgene Fliegenstämme zu erhalten. 

Dazu wurde w1118-Fliegen zunächst eine Stunde lang die Möglichkeit gegeben, Eier auf 

Eiablageplatten (30 g Agar in 1 Liter Wasser aufkochen; abkühlen lassen auf ca. 60°C; 

Zugabe von 33 g Saccharose gelöst in 330 ml Apfelsaft) abzulegen. Da diese Eier 

möglicherweise zu alt sind, wurden diese verworfen. Nach erneuten 20 Minuten der Eiablage 

konnten nun Embryonen gesammelt und 60 Sekunden mit 7%-igem Natriumhypochlorid 

dechorioniert werden. Nach Spülen mit Wasser wurden die Embryonen in einer Reihe 

ausgerichtet und auf einen mit Heptan-Kleber beschichteten Objektträger übertragen. 

Während des Ausrichtens wurden die Embryonen auf ein Filterpapier gelegt, um ein 

Austrocknen zu verhindern. Anschließend wurde der Heptan-Kleber für 20 Minuten auf 

Silicagel getrocknet, bevor die Embryonen mit Voltalef 10S-Öl (Lehmann und Voss und Co) 

überschichtet wurden. Nun wird die Vittelinmembran am posteriore Pol des Embryos 

vorsichtig mit einer Nadel durchstochen und eine kleine Menge DNA-Mix injiziert. Dieser 

DNA-Mix besteht aus 24 µg des pP[UAST]-Vektors, der das gewünschte cDNA-Insert trägt, 

sowie 8 µg von pUChSπ∆2-3 (liefert die zur Keimbahnintegration nötige Transposase). Diese 

beiden Komponenten wurden zuvor gemeinsam in der dreifachen Menge Ethanol und 300µM 

NaAc über Nacht bei -20°C gefällt. Das Pellet wurde in 100 µl Injektionspuffer (100µM 

NaHPO4/NaH2PO4; pH 7,4, 5mM KCl) aufgenommen. Bis zum Schlüpfen der Larven wurden 

die Objektträger bei 18°C in einer Feuchtkammer gehalten. Anschließend wurden die 

geschlüpften Larven in Futtergläser (vgl. 2.4) überführt. Jede Fliege, die aus diesen Larven 

schlüpfte, wurde mit w1118-Fliegen rückgekreuzt. Nachkommen dieser Kreuzung mit 

farbigen Augen wurden durch Kreuzung mit dem Ausgangsstamm vermehrt und schließlich 

über einen Balancer-Stamm gekreuzt, bzw. in einen homozygoten Zustand gekreuzt. Die 

Konstrukte UAS-Srpk3-RF (vgl. 2.6.13), UAS-Srpk3-RC-eGFP (vgl. 2.6.12.2) und UAS-

eGFP-Srpk3-RF (vgl. 2.6.12.1) wurden nach dieser Methode am Lehrstuhl in die Keimbahn 

eingebracht. Das Konstrukt UAS-Srpk3-RB-eGFP (vgl. 2.6.12.3) wurde von der Firma 

BestGene Inc. injiziert und die Fliegen anschließend im homozygoten Zustand übergeben.  
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2.14 Das Gal4-UAS-System 

 
Das Gal4-UAS-System (Brand und Perrimon, 1993) erlaubt es in Drosophila beliebige 

klonierte Gene in definierten Zellpopulationen, oder in bestimmten Entwicklungsstadien zu 

exprimieren. Gal4 ist ein Transkriptionsfaktor der Hefe. Dieser Transkriptionsfaktor bindet an 

die so genannte UAS (Upstream activating sequence) und führt so zur Expression des dahinter 

liegenden Gens. Die Sequenz des Gal4-Transkriptionsfaktors kann man nun downstream 

eines beliebigen Promotors der Fliege klonieren. Ebenso kann man jedes gewünschte, 

proteincodierende Gen hinter die UAS-Sequenz klonieren In Drosophila können nun 

transposable Elemente, die P-Elemente als Vektoren genutzt werden, um sowohl die Gal4-

Sequenz downstream des jeweiligen Drosophila-Promotors, als auch die UAS-Sequenz mit 

der gewählten proteincodierenden Sequenz in das Genom der Fliege zu integrieren. Inseriert 

das Gal4-Konstrukt in der Nähe eines Enhancers, so wird der Transkriptionsfaktor gebildet 

und bindet an die UAS-Sequenz. Dies führt dann zur Expression der klonierten, 

proteincodierenden Sequenz in der für den gewählten Promotor spezifischen Zellpopulation. 

Das Gal4- und das UAS-Konstrukt werden in der Regel in zwei verschiedene 

Fliegenpopulationen integriert und das System durch die Kreuzung beider Stämme aktiviert.  

 

2.15 Jump-out-Mutagenese zur Herstellung einer SRPK3-Nullmutante 

 
Um durch eine Jump-out-Mutagenese eine SRPK3-Nullmutante herzustellen, wurde das 

P{lacW}-Element benutzt, das in der hypomorphen SRPK3-Mutante w-;+;Srpk3P1 im ersten 

Exon der RC-Isoformen inseriert ist (vgl. Abb. 3.6). Dieses P-Element ist stabil in das Genom 

der Linie integriert, da ihm die genetische Information zur Bildung des Enzyms Transposase 

fehlt. Die Transposase ist zur Mobilisierung von P-Elementen notwendig. Um nun das 

P{lacW}-Element in der Linie w-;+;Srpk3P1 zu mobilisieren, wurde dieser Stamm mit einem 

sogenannten „Jump-Starter“-Stamm (∆2-3ki) gekreuzt. Dieser Stamm liefert die Transposase, 

so dass das P-Element in den Nachkommen dieser Kreuzung remobilisiert werden kann. Die 

heterozygoten Nachkommen dieser Kreuzung (w-;+;Srpk3∆P1 /∆2-3ki) wurden nun mit einem 

Balancer-Stamm für das dritte Chromosom gekreuzt (w-;+;TM3/TM6) und anschließend auf 

Fliegen ohne  ∆2-3ki und damit ohne Transposase selektiert. Dieser Schritt ist notwenig, um 

das P-Element schließlich stabil an der neuen Position zu halten. Außerdem wurden nur 

Fliegen mit weißen Augen weitergekreuzt, da in diesen Fliegen das P-Element entweder nicht 

wieder in das Genom inseriert ist, oder in einen nicht trsnskriptionsaktiven Bereich eingebaut 
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wurde. Diese ist entscheidend, um Mutationen anderer Genbereiche durch die Integration des 

P-Elements zu verhindern. Diese Fliegen (w-;+;Srpk3∆P1 /TM3/TM6) wurden nun in 

Einzelkreuzungen erneut mit dem Balancer-Stamm w-;+;TM3/TM6 gekreuzt, um das 

Chromosom w-;+;Srpk3∆P1 zu vermehren. Dabei wurden ca. 600 einzelne Linien etabliert. In 

der nächsten Generation wurden die Nachkommen aus jeweils einem Glas untereinender 

gekreuzt, um homozygote w-;+;Srpk3∆P1-Fliegen zu erhalten. Von diesen 600 Linien waren 

ca. 20 homozygot letal, diese wurden weiter über ein Balancer-Chromosom gehalten, die 

restlichen ca. 580 Linien waren homozygot lebensfähig.  

 

Schematische Darstellung der beschriebenen Kreuzungen: 

 

P:  w-;+;Srpk3P1    * ∆2-3ki  

 

FI: w-;+;Srpk3∆P1/∆2-3ki   * w-;+;TM3/TM6  

 

FII: w-;+;Srpk3∆P1/TM3 bzw.   * w;+;TM3/TM6  

 

w-;+;Srpk3∆P1/TM6  (600 Einzelkreuzungen) 

 

  

 FIII: w-;+;Srpk3∆P1/TM6   * w-;+; Srpk3∆P1/TM6 

 bzw.  w-;+;Srpk3∆P1/TM3   * w-;+;Srpk3∆P1/TM3 

   

FIV:  w-;+;Srpk3∆P1 (ca. 580 homozygot lebensfähige Linien) 

 

Alle 600 etablierten Fliegenlinien wurden in Zusammenarbeit mit Alice Bloch (Bloch, 2007) 

durch PCR-Experimente gescreent, um Srpk3-Nullmutanten zu detektieren.  

 

 
 
 
 
 
 
 



3. Ergebnisse   57 

3. Ergebnisse 
 
3. 1. Aufbau des SRPK3-Genlokus  
 

Nach der vollständigen Sequenzierung des Genoms von Drosophila melanogaster im Jahr 

2000 (Adams et al.; 2000) konnten unter Anwendung bioinformatischer Algorithmen und 

Berücksichtigung vorhandener cDNA-Sequenzen hypothetische Genkarten erstellt werden, 

die es erlauben, die Lokalisation nahezu aller Gene der Fruchtfliege Drosophila melanogaster 

zu bestimmen (http://flybase.bio.indiana.edu). Dieser Datenbank zufolge liegt das Gen 

CG11489, in der folgenden Arbeit Srpk3 (SR-Proteinkinase 3) genannt, auf dem linken Arm 

des dritten Chromosoms innerhalb der Region 79D4. Die genomische Region der Srpk3 

erstreckt sich über ca. 10,3 kb. Es waren ursprünglich zwei Transkripte (RC und RB) des 

Gens CG11489 annotiert (vgl. Abb. 3.1). Beide Transkripte benutzen unterschiedliche 

Transkriptions- und Translationsstartpunke, sind ab dem vierten Exon allerdings identisch 

(vgl. Abb. 3.1). 

Abb. 3.1: Ursprüngliche Flybase-Annotation der beiden Srpk3-Transkripte: Die beiden Transkripte haben 

unterschiedliche Transkriptions- und Translationsstartpunkte (blauer Balken) und unterschiedliche erste Exons. 

Ab dem vierten Exon sind beide Transkripte identisch. 
 

Diese Flybase-Annotation wurde kürzlich geändert. Dabei wurde die Annotation des Srpk3-

RC-Transkriptes entfernt und stattdessen, basierend auf der Sequenzinformation eines cDNA-

Klons (GH01890; Rubin et al., 2000), das hypothetische Transkript Srpk3-RD eingefügt (vgl. 

Abb. 3.2). Das Transkript Srpk3-RD benutzt den Transkriptions- und Translationsstart des 

RC-Transkriptes, es enthält allerdings downstream des sechsten Exons eine große 

ungespleißte Region (vgl. Abb. 3.2).  
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Abb. 3.2: Flybase-Annotation des Srpk3-RD-Transkripts: Das erst kürzlich annotierte Transkript Srpk3-RD 

benutzt den Transkriptions- und Translationsstart, der zuvor für das Transkript Srpk3-RC annotiert war. Srpk3-

RD enthält allerdings downstream des sechsten Exons eine große ungespleißte Region (schwarz markiert).  

 

Im Zuge dieser Arbeit sollte die Organisation des Srpk3-Genlokus untersucht und die 

Flybase-Annotation der Transkripte überprüft werden. Dazu wurde zunächst mRNA aus 

wildtypischen Fliegen isoliert und diese anschließend durch reverse Transkription in cDNA 

umgeschrieben. Diese cDNA konnte nun amplifiziert und sequenziert werden, um Aussagen 

über die vom Srpk3-Genlokus gebildeten Transkripte machen zu können. Durch diese 

Analysen konnten die beiden ursprünglich annotierten Transkripte RC und RB (vgl. Abb. 3.1) 

bestätigt werden. Weiterhin stellte sich heraus, dass ein zusätzliches, alternativ gespleißtes 

Exon von 159 bp existiert (vgl. Abb. 3.3; Abb. 3.4; Abb. 3.5 und Anhang 10.2), das als Teil 

eines Introns annotiert ist (Nieratschker, 2004). Die Existenz des neu annotierten Transkriptes 

Srpk3-RD konnte durch RT-PCR-Experimente nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3.3: Das Srpk3-Gen enthält ein zusätzliches, alternativ gespleißtes Exon: Bei einer PCR mit dem 

Primerpaar HindIII-AgeI sense / BglI anti (zur Lage der Primer siehe Anhang 1) auf wildtypischer cDNA zeigte 

sich überraschenderweise eine Doppelbande. Erwartet wurde ein Produkt von ca. 1 kb. Die Sequenzierung beider 

Produkte zeigte, dass das kürzere Fragment mit der Flybase-Annotation dieses Bereichs übereinstimmt 

(http://flybase.bio.indiana.edu), während das längere Fragment noch 159 bp zusätzlich enthält, die als Teil eines 

Introns annotiert sind (vgl. Anhang 10.2).  

 

Durch RT-PCR mit Primern, die zum einen im jeweils ersten Exon des Transkripts RC bzw. 

RB liegen und zum anderen innerhalb des neu gefundenen, alternativ gespleißten Exons, 

konnte gezeigt werden, dass dieses alternativ gespleißte Exon in beide Transkripte gespleißt 

werden kann (vgl. Abb. 3.4).  

 
 
Abb. 3.4: Das alternativ gespleißte Exon kann in beide annotierte Transkripte gespleißt werden: Hier 

dargestellt ist eine PCR-Reaktion mit den Primerpaaren Extra Exon groß? / Extra Exon anti (Spur 1-4) bzw. 

Extra Exon klein? / Extra Exon anti (Spur 5-8). Der Primer Extra Exon groß? bindet im ersten Exon des 

Transkripts RC, der Primer Extra Exon klein? im ersten Exon des Transkripts RB. Der Primer Extra Exon anti 

bindet innerhalb des neu gefundenen, alternativ gepleißten Exons von 159 bp. Durch diesen Versuch konnte 

gezeigt werden, dass das alternativ gespleißte Exon von 159 bp sowohl in das Transkript RC (Spur 1-3), als auch 

in das Transkript RB (Spur 5-7) gespleißt werden kann. Die Spuren 4 und 8 sind die H2O-Negativkontrollen.  

 

  1   2    3    4    5    6    7    8 
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Somit codiert der Srpk3-Genlokus durch die Verwendung unterschiedlicher 

Transkriptionsstartpunkte und durch alternatives Spleißen für mindestens vier Transkripte. 

Die Transkripte ohne das alternativ gespleißte Exon, die der ursprünglichen Flybase-

Annotation entsprechen, werden in der nachfolgenden Arbeit als Srpk3-RC bzw. Srpk3-RB 

bezeichnet, die Transkripte mit dem zusätzlichen Exon als Srpk3-RF bzw. Srpk3-RE (vgl. 

Abb. 3.5). 

 
 

Abb. 3.5: Genomische Organisation des Srpk3-Genlokus: Durch RT-PCR konnten die beiden ursprünglich 

annotierten Transkripte RC und RB bestätigt werden (A). Beide Transkripte haben unterschiedliche 

Transkriptionsstartpunkte (blauer Balken) und unterscheiden sich in ihrem ersten codierenden Exon. Ab dem 

vierten Exon sind die Transkripte identisch. Zusätzlich zu diesen Transkripten existieren noch mindestens zwei 

weitere (RE und RF), die sich von den ursprünglich annotierten Versionen in einem alternativ gespleißten Exon 

(hier pink markiert) unterschieden. Somit codiert der Srpk3-Genlokus für mindestens vier Transkripte (B). Die 

Existenz des kürzlich annotierten Transkripts RD (vgl. Abb. 3.2) konnte nicht bestätigt werden.  

 

3.2 Die SRPK3 zeigt deutliche Homologien zu SR-Proteinkinasen 

 
Laut „Flybase“-Annotation (http://flybase.bio.indiana.edu) handelt es sich bei der SRPK3 um 

eine Serin-/Threonin-Proteinkinase. Die beiden ursprünglich annotierten Transkripte RB und 

RC codieren für zwei Proteine mit 749 bzw. 816 Aminosäuren. Die Versionen, die das 

alternativ gespleißte Exon zusätzlich enthalten, müssten demnach für Proteine mit 802 bzw. 

869 Aminosäuren codieren. Translation der hypothetischen Isoform RD würde zu einem 

verkürzten Protein von 695 Aminosäuren führen. Um weitere Informationen über die SRPK3-

Proteine zu erhalten, wurden umfangreiche Datenbankrecherchen durchgeführt. Demnach 

besteht die Kinasedomäne der SRPK3 aus zwei Teilen, die durch einen Spacer von 155 (RB 

und RC) bzw. 314 (RE und RF) Aminosäuren voneinander getrennt sind 
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(http://www.expsasy.org/prosite/). Sequenzblasts, die durchgeführt wurden, um homologe 

Proteine zu identifizieren (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zeigten, dass die SRPK3 große 

Homologien zu SR-Proteinkinasen aufweist (vgl. Abb. 3.6). Diese Kinasen sind von der Hefe 

Saccharomyces cerevisiae bis zum Menschen konserviert (Takeuchi und Yanagida, 1993; Gui 

et al., 1994a; Gui et al., 1994b; Wang et al., 1998; Kuroyanagi et al., 1998; Tang et al., 1998; 

Siebel et al., 1999; Tang et al., 2000; Lukasiewicz et al., 2007). Die zweigeteilte 

Kinasedomäne, verbunden durch einen Spacer, ist allen SR-Proteinkinasen gemein. Die 

Sequenz des Spacers scheint nicht konserviert zu sein, während die Kinasedomänen zwischen 

allen SRPKs hoch konserviert ist (Ding et al., 2006). Der Spacer scheint zur Lokalisation der 

Kinase im Cytoplasma nötig zu sein (Ding et al., 2006). Abbildung 3.6 zeigt als Beispiel die 

Homologie der Kinsedomäne der SRPK3 zur Kinasedomäne der humanen SRPK2 (Wang et 

al., 1999; Koizumi et al. 1999) und SRPK3 (Grunau et al., 2000). Die 

Aminosäureübereinstimmung in der Kinasedomäne mit der humanen SRPK3 beträgt 65%, die 

mit der Kinasedomäne der humanen SRPK2 54%. Die restliche Proteinsequenz, die außerhalb 

der Kinasedomäne liegt, zeigt keine signifikante Homologie zu anderen bekannten Proteinen. 

Von SR-Proteinkinasen ist bekannt, dass sie SR-reiche Spleißfaktoren phosphorylieren und 

somit einen regulatorischen Einfluss auf den Spleißvorgang haben (Gui et al., 1994a; Gui et 

al. 1994b; Colwill et al., 1996a; Kuroyanagi et al., 1998; Aubol et al., 2003; Tang et al., 

2007).  
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Abb. 3.6: Die Kinasedomäne der SRPK3 zeigt eine deutliche Homologie zu den Kinasedomänen der 

beiden humanen SR-Proteinkinasen SRPK3 (65% Identität) und SRPK2 (54% Identität): Identische 

Aminosäuren sind rot dargestellt. Der unterstrichene Bereich markiert das aktive Zentrum der Kinasen.  

 

3.3 Phänotypen der hypomorphen SRPK3-Mutante Srpk3P1 und Versuche 

zu deren Rettung 

 
Zu Beginn der Arbeiten an der SRPK3 fiel auf, dass eine hypomorphe Mutation des Srpk3-

Gens, ausgelöst durch die Insertion eines P-Elements innerhalb des ORF der RC/RF-

Transkriptgruppe (vgl. Abb. 3.7), die Aggregation eines Proteins der synaptischen Aktiven 

Zone (Bruchpilot; BRP) (Wagh, 2005; Wagh et al. 2006) in den Axonen larvaler 

Motoneurone auslöst (vgl. Abb. 3.8 und Nieratschker, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 



3. Ergebnisse   63 

 
Abb. 3.7: Lage des P-Elements in der SRPK3-Mutante Srpk3P1 (Eberle, 1995): Die Insertion dieses 

Elements unterbricht die Transkription der Gruppe RC/RF. Da die Transkripte der RB/RE-Gruppe durch diese 

Insertion nicht zerstört werden, handelt es sich hier um eine hypomorphe Mutation.  

 

 
 

Abb. 3.8: Die hypomorphe Mutation der SRPK3 führt zu BRP-Aggregaten in larvalen 

Motoneuronaxonen: In der Srpk3-Mutante Srpk3P1 bildet das Aktive Zone-Protein Bruchpilot Aggregate (A), 

während es im Wildtyp (B) gleichmäßig im Axon verteilt vorliegt. Größenbalken: 10µm. (Axone larvaler 

Motoneurone gefärbt mit α-BRP (nc82) (Wagh et al., 2006)). 

 

In weiteren Versuchen, durchgeführt von Nicole Bock im Rahmen ihrer Diplomarbeit (Bock, 

2006), zeigte sich, dass diese hypomorphe Linie auch Verhaltensdefizite zeigt. So sind die 

Fliegen z.B. in ihrer negativen Geotaxis, ihrer Laufaktivität auf ebenen Flächen, sowie ihrer 

Flugfähigkeit signifikant eingeschränkt im Vergleich zu wildtypischen Fliegen. 

Interessanterweise führt eine Herunterregulation der Bruchpilot-Expression im Nervensystem 

durch RNAi-Technik (Fire et al., 1998) zu ähnlichen Verhaltensphänotypen (Wagh, 2005; 

Wagh et al., 2006). Allerdings zeigen die Bruchpilot-RNAi-Fliegen hier eine deutlich stärkere 

Ausprägung der Defekte als die hypomorphe SRPK3-Mutante. Dennoch deutet die Tatsache, 

dass eine Mutation im Srpk3-Gen zu ähnlichen Verhaltensdefiziten führt, wie eine 

Herunterregulation von Bruchpilot, auf eine mögliche Interaktion beider Proteine hin. Neben 

den Phänotypen, die auch für die Bruchpilot-RNAi-Fliegen gezeigt wurden, konnte für die 

hypomorphe SRPK3-Mutante auch eine signifikant reduzierte Lebenserwartung im Vergleich 

zum Wildtyp nachgewiesen werden (Bock, 2006). Um nun sicher behaupten zu können, dass 

die beobachteten Phänotypen tatsächlich auf die Mutation der SRPK3 zurückzuführen sind, 

A BA B
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sollten „Rettungsversuche“ (vgl. Kapitel 1.10) durchgeführt werden. Dazu musste zunächst 

einmal die cDNA des RC- bzw. RF-Transkriptes vollständig kloniert und unter UAS-

Kontrolle gestellt werden. Die Klonierung dieser cDNA wurde schon während meiner 

Diplomarbeit begonnen, konnte allerdings aus Zeitmangel nicht im Rahmen der Diplomarbeit 

beendet werden. Zu Beginn dieser Arbeit lag das Srpk3-RF-cDNA-Konstrukt (vgl. Abb. 3.5) 

im Vektor pBluescript II SK(-/+) (Stratagene) (vgl. Nieratschker, 2004) vor und musste nun 

noch in den pP[UAST]-Vektor (Brand und Perrimon, 1993) kloniert werden, um es unter die 

Kontrolle des UAS-Enhancers zu stellen. Dazu wurde die gesamte Srpk3-RF-cDNA mit 

EcoRI und XhoI aus dem pBluescript II SK(-/+)-Vektor herausgeschnitten und in den 

pP[UAST]-Vektor, der zuvor mit den gleichen Restriktionsenzymen linearisiert worden war, 

ligiert. Dieses Konstrukt konnte nun in Fliegenembryonen injiziert werden, und Fliegen, die 

das Konstrukt stabil integriert hatten, konnten selektiert werden. Um Rettungsversuche 

durchführen zu können, wurde das UAS-Srpk3-RF-Konstrukt dann in den genetischen 

Hintergrund der hypomorphen Srpk3-Mutation (Fliegenlinie Srpk3P1) eingekreuzt. Diese 

Fliegen wurden anschließend mit der Gal4-Linie Elav-Gal4, ebenfalls im Hintergrund der 

Srpk3P1-Mutation, gekreuzt. Elav-Gal4 ist ein panneuronaler Treiber, so dass die Srpk3-RF-

cDNA in den Nachkommen dieser Kreuzung nahezu im gesamten Nervensystem exprimiert 

wird (Campos et al., 1985; Campos et al., 1987; Robinow und White, 1988). Wurden die in 

der hypomorphen Mutante Srpk3P1 beobachteten Phänotypen tatsächlich durch ein Fehlen der 

spezifischen Srpk3-Transkripte ausgelöst, so sollten diese Phänotypen in den gekreuzten 

Fliegen, die diese Transkripte im gesamten Nervensystem wieder herstellen können, dem 

Wildtyp entsprechen.  

Immunhistologische Untersuchungen an larvalen Nerv-Muskel-Präparaten zeigten nun, dass 

Tiere des „Rescue“-Genotyps (Elav-Gal4;UAS-Srpk3-RF103;Srpk3P1) deutlich weniger BRP-

Aggregate in larvalen Motoneuronaxonen hatten, als die Srpk3-Mutante Srpk3P1 (vgl. Abb. 

3.8) bzw. die parentalen Kontrolltiere w-;UAS-Srpk3-RF103;Srpk3P1 (UAS-Kontrolle) und 

Elav-Gal4;+;Srpk3P1 (Gal4-Kontrolle) (vgl. Abb. 3.9). Die Expression der vollständigen 

cDNA des RF-Transkripts ist also in der Lage, im genetischen Hintergrund der hypomorphen 

Mutation Srpk3P1 das Auftreten von Bruchpilot-Aggregaten in larvalen Motoneuronaxonen 

deutlich zu reduzieren.  
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Abb. 3.9: Der Aggregate-Phänotyp der SRPK3-Mutante Srpk3P1 kann durch die Expression der Srpk3-

cDNA teilweise gerettet werden: In der linken und mittleren Abbildung sind als Kontrolle die parentalen Linien 

Elav-Gal4;+;Srpk3P1 (A) und w-;UAS-Srpk3-RF103;Srpk3P1 (B) dargestellt. Diese zeigen, wie erwartet, 

Bruchpilot-Aggregate in den larvalen Motoneuronaxonen. Bild C zeigt die „Rescue“-Linie Elav-Gal4;UAS-

Srpk3-RF103;Srpk3P1. Bei dieser Linie ist der Phänotyp weit weniger stark ausgeprägt. Größenbalken: 10µm. 

(Axone larvaler Motoneurone gefärbt mit α-BRP (nc82) (Wagh et al., 2006)). 

 

Nicole Bock und Alice Bloch konnten weiterhin zeigen, dass diese cDNA auch die 

Verhaltensdefizite der Srpk3P1-Tiere teilweise wiederherstellen kann (Bock, 2006; Bloch, 

2007). So werden z.B. die negative Geotaxis, die Flugfähigkeit, sowie die Laufaktivität auf 

ebenen Flächen vollständig, die Lebenserwartung dagegen nur teilweise gerettet. 

Damit konnte gezeigt werden, dass tatsächlich die Mutation der SRPK3 in der hypomorphen 

Fliegenlinie Srpk3P1 zu den beobachteten Phänotypen führt. 

 

3.4 Herstellung von Antiseren gegen die SRPK3 

 
Die in situ Hybridisierungen an larvalen Gehirnen, die ich während meiner Diplomarbeit 

durchgeführt habe, zeigen, dass die mRNA des Srpk3-Gens in Teilen des Zentralgehirns zu 

finden ist, sowie in den Bereichen, an denen die Motoneurone aus dem Ventralganglion 

austreten (Nieratschker, 2004). Dieses Expressionsmuster sollte auf Proteinebene bestätigt 

werden. Dazu war es erst einmal notwendig, Antikörper gegen die SRPK3 herzustellen. Da zu 

diesem Zeitpunkt noch keine SRPK3-Nullmutante generiert war, sollten zunächst 

Peptidantikörper gegen die Gruppe der RC/RF-Isoformen, die in der vorhandenen 

hypomorphen Mutante Srpk3P1 fehlen, hergestellt werden. Diese spezifischen SRPK3-RC/RF-

Antikörper sollten einen Vergleich im Expresssionsmuster zwischen Wildtyp und 

hypomorpher Mutante ermöglichen, um Aussagen über die Expression der SRPK3-RC/RF-

Gruppe treffen zu können. Die zur Immunisierung benötigten Peptide, die beide im Bereich 

A B C
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des ersten Exons der RC/RF-Gruppe liegen und damit spezifisch für diese Isoformen sind 

(vgl. Abb. 3.5), wurden von Dr. Palm am Lehrstuhl für Physiologische Chemie I synthetisiert. 

Nach der Gewinnung des polyklonalen Serums aus Kaninchen wurden die darin enthaltenen 

Antikörper sowohl im Western Blot, als auch auf adulten Gehirnschnitten und in larvalen 

Nerv-Muskel-Präparaten getestet, allerdings konnte in keinem dieser Ansätze eine spezifische 

Färbung detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Auch Veränderungen der Standardprotokolle 

brachten keinen Erfolg. Nachdem nun dieser Ansatz fehlgeschlagen war, sollte dann versucht 

werden, Antikörper durch die Immunisierung mit rekombinanten Proteinen zu erzeugen. In 

diesem Ansatz sollten Antikörper sowohl gegen die RC/RF- als auch gegen die RB/RE-

Gruppe hergestellt werden. Dazu wurden die, für die entsprechenden Gruppen spezifische 

Sequenzen, also jeweils die Sequenz vom Startcodon bis zum Ende des ersten codierenden 

Exons (vgl. Abb. 3.5) in frame in den Expressionsvektor pET28a(+) (Novagen) kloniert (zur 

Klonierungsstrategie siehe 2.10.2). Dieser Vektor enthält ein N-terminales His-Tag, über den 

die Fusionsproteine schließlich durch dessen Bindung an Nickel-Agarose (Ni-NTA-Agarose; 

QIAGEN®) aufgereinigt werden können. Das klonierte Fragment für die RC/RF-Gruppe 

enthält ca. 850 bp. Inklusive His-Tag war später ein Fusionsprotein von ca. 38 kDa zu 

erwarten. Das Konstrukt der RB/RE-Gruppe umfasst ca. 660 bp, d.h. das erwartete 

Fusionsprotein ist ca. 26 kDa groß. Zur Proteinexpression wurden die Konstrukte in Bl21 

(DE3)-Zellen (Stratagene) transformiert, die Expression mit IPTG induziert und anschließend 

die Induktion mittels Western Blot überprüft. Induktionskontrolle und Löslichkeitstest für das 

RC/RF-Fusionsprotein wurden von Susanne Reuther durchgeführt (vgl. Reuther, 2005). 

Abbildung 3.10 zeigt die Induktionskontrolle für das RB/RE-Fusionsprotein.  
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Abb. 3.10: Western Blot zur Überprüfung der Induzierbarkeit der Proteinexpression des Fusionsproteins 

der RB/RE-Gruppe: Die Spuren 1-5 zeigen untransformierte Kontroll-Zellen zu den Zeitpunkten 0 Minuten 

(1), 30 Minuten (2), 60 Minuten (3), 90 Minuten (4), 120 Minuten (5) nach Zugabe von IPTG. Die Spuren 6-10 

zeigen die transformierten Zellen zu den gleichen Zeitpunkten (6 = 0 Minuten bis 10 = 120 Minuten). Das His-

getagte Fusionsprotein der RB/RE-Gruppe ist folglich induzierbar. (Western Blot mit α-Penta-His-Antikörper 

(QIAexpress®; Qiagen; Verdünnung 1:2000)). 

 

Da beide Fusionsproteine unlöslich waren, d.h. in den „inclusion bodies“ der Bakterienzellen 

vorlagen (vgl. auch Reuther, 2005), musste die anschließende Aufreinigung unter 

denaturierenden Bedingungen stattfinden. Die Induktion und Aufreinigung der 

Fusionsproteine (vgl. Abb. 3.11 und Abb. 3.12) wurde wiederholt, bis schließlich genug 

Antigen für die Immunisierung von jeweils zwei Meerschweinchen pro Isoform-Gruppe zur 

Verfügung stand (benötigt wurden für die Immunisierung von zwei Meerschweinchen 

insgesamt 600 µg des Proteins).  

 

 
 
Abb. 3.10: Beispiel für die Aufreinigung des Fusionsproteins der RB/RE-Isoformen:  Das Fusionsprotein 

der RB/RE-Gruppe konnte schließlich in einer ausreichenden Menge und einem ausreichendem Reinheitsgrad 

gewonnen werden. Die Spuren E1-E4 zeigen verschiedene Elutionsfraktionen.  

 

 

 

 

 

ca. 26 kDa 

1        2           3           4           5             6         7         8          9      10  

ca. 26 kDa
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Abb. 3.11: Beispiel für die Aufreinigung des Fusionsproteins der RC/RF-Gruppe:  Auch das Fusionsprotein 

der RC/RF-Gruppe konnte schließlich in einer ausreichenden Menge und einem ausreichendem Reinheitsgrad 

gewonnen werden.  

 

Die Meerschweinchen wurden mit den Antigenen immunisiert und anschließend das 

polyklonale Serum gewonnen. Im weiteren Verlauf wurden dann zunächst einmal nur die α-

RC/RF-Antiseren getestet, da zu diesem Zeitpunkt nur die hypomorphe Mutante Srpk3P1 

vorlag, bei der die Transkription der RC/RF-Gruppe unterbrochen war, aber die Transkription 

der RB/RE-Gruppe noch stattfinden sollte (vgl. Abb. 3.7). So konnte die Spezifität des α-RC-

Antiserums durch Vergleiche der Färbungen zwischen Wildtyp und hypomorpher Mutante 

untersucht werden. Das α-RC/RF-Antiserum wurde in Western Blots, auf adulten 

Gehirnschnitten und in larvalen Nerv-Muskel-Präparaten getestet. Allerdings war auch hier, 

wie schon bei den gegen die Peptidsequenzen gerichteten Antikörpern keine spezifische 

Färbung, d.h. kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante zu erkennen (Daten nicht 

gezeigt). Daher wurde das Antiserum an dem zugrunde liegenden Antigen affinitätsgereinigt, 

um die Spezifität zu erhöhen. Diese Maßnahme reduzierte zwar den Hintergrund der 

Färbungen, die Spezifität des Antiserums verbesserte sich dadurch aber nicht. Abbildung 3.13 

zeigt die Färbung eines larvalen Nerv-Muskel-Präparates mit dem α-RC/RF-Antiserum. Das 

Serum erkennt auch ein Protein in der Mutante. Daher kann nicht davon ausgegangen werden, 

dass das Serum spezifisch für die SRPK3 ist. Auch auf dem Western Blot sowie adulten 

Gehirnschnitten ist kein Unterschied zwischen Mutante und Wildtyp zu erkennen (Beispiele 

für Western Blot und adulte Gehirnschnitte vgl. Bloch, 2007).   

 

 

 

 

ca. 38 kDa 

E3    E4     E5   E6 
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Abb. 3.13:  Färbungen larvaler Nerv-Muskel-Präparate mit dem affinitätsgereinigten α-RC/RF-

Antiserum: 

Das α-RC/RF-Antiserum ist nicht spezifisch für die SRPK3, es erkennt auch ein Protein in der Mutante Srpk3P1 

(A). Abbildung B zeigt den Wildtyp. Größenbalken: 5µm.  

 

Auch mit dem α-RB/RE-Antiserum, das zu einem späteren Zeitpunkt, als eine Srpk3-

Nullmutante verfügbar war, getestet wurde, konnte keine spezifische Färbung detektiert 

werden (Bloch, 2007). Allerdings konnte von Alice Bloch gezeigt werden, dass beide 

Antiseren überexprimiertes SRPK3-Protein, zumindest im Western Blot, erkennen (vgl. Abb. 

3.14; modifiziert nach A. Bloch, 2007). 
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Abb. 3.14: Die SRPK3-Antiseren erkennen überexprimiertes Protein auf Western Blots:   
Obere Reihe: Auf dem linken Blot wurden die Zelllysate von HEK293-Zellen aufgetragen, die mit der Srpk3-

RB-Isoform transfiziert wurden (Spur 1), als Negativkontrolle (Spur 2) dienten nicht-transfizierte Zellen. Das α-

RB/RE-Antiserum erkennt das überexprimierte Srpk3-RB-Protein; die Negativkontrolle ist sauber. Auf dem 

rechten Blot wurden die Zelllysate von HEK293-Zellen aufgetragen, die mit der Srpk3-RC-Isoform transfiziert 

wurden (Spur 1). Auch hier dienten nicht-transfizierte Zellen als Negativkontrolle (Spur 2). Auch das α-RC/RF-

Antiserum erkennt das überexprimierte Srpk3-RC-Protein.  

Untere Reihe: Die SRPK3-Antiseren erkennen auch in Drosophila melanogaster überexprimiertes SRPK3-

Protein. Hier dargestellt sind Western Blots mit Fliegenhomogenaten aus folgenden Fliegen: A: ActinGal4 / 

Srpk3-RBeGFP; B: ActinGal4 / Srpk3-RCeGFP; C: ActinGal4 / Sap47eGFP (Fliegenlinie A und B vgl. 2.6.12.3 

bzw. 2.6.12.2). Diese Fliegen exprimieren das jeweilige GFP-getaggte Protein in allen Zellen. Als Kontrolle für 

die Spezifität der Antikörperfärbung dienten hier Fliegen, die Sap47-GFP überexprimieren. In diesen Spuren 

detektieren die α-SRPK3-Antiseren kein Protein, die Färbung scheint also spezifisch (linke und mittlere 

Abbildung). Zur Kontrolle für die erfolgreiche Expression der GFP-getaggten Proteine wurde ein Western Blot 

mit α-GFP-Antiserum inkubiert (rechte Abbildung). Alle drei verwendeten Fliegenstämme exprimieren das 

GFP-getaggte Protein. 

 

3.5 Klonierung von GFP-getaggten Versionen der SRPK3 und deren 

Expression in Drosophila melanogaster 

 
Eine weitere Möglichkeit etwas über das Expressionsmuster eines Proteins zu erfahren ist, 

neben der Detektion des endogenen Proteins mit Hilfe spezifischer Antikörper, der Einsatz 

von GFP-Fusionsproteinen (Chalfie et al., 1994; Brand, 1995). Dabei wird das ORF des 

gewünschten Gens in frame N-terminal oder C-terminal an die kodierende GFP-Sequenz 

(Shimomura et al., 1992; Prasher et al., 1992) kloniert. Dieses Konstrukt kann dann unter 

UAS-Kontrolle gestellt und durch das Gal4 / UAS-System zur Expression gebracht werden 

 

α –RB/RE-Antiserum  α-RC/RF-Antiserum  

ca. 90 kDa

 1                     2    1               2       

 

α -GFP-Antiserum  α –RC/RF-Antiserum  
B          B        A      C     

 

 ca. 110 kDa 

ca. 80 kDa 
ca. 110 kDa 

α –RB/RE-Antiserum  
A          

   ca. 105 kDa 

ca. 95 kDa
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(Yeh et al., 1995). In den entsprechenden Zellen wird dann ein Fusionsprotein aus GFP und 

dem gewünschten Protein gebildet. Dieses Protein kann anschließend entweder über einen 

Antikörper gegen GFP nachgewiesen werden, oder das fluoreszierende GFP kann auch im 

lebenden Tier durch die Anregung mit Blaulicht sichtbar gemacht werden (Chalfie et al., 

1994; Yeh et al., 1995). Da die hergestellten Antikörper gegen die SRPK3 nicht in der Lage 

waren das Protein in immunhistochemischen Präparaten von wildtypischen Fliegen zu 

detektieren, sollten SRPK3-GFP-Fusionsproteine hergestellt (zur Klonierungsstrategie siehe 

2.6.12) und diese dann durch den panneuronalen Treiber Elav-Gal4 (Campos et al., 1985; 

Campos et al., 1987; Robinow und White, 1988) im Nervensystem exprimiert werden. 

Anstelle des wildtypischen GFPs wurde hier das enhanced GFP (eGFP) benutzt, das stärker 

fluoresziert, als wildtypisches GFP (Zhang et al., 1996). Die beiden Konstrukte UASeGFP-

Srpk3-RF sowie UASSrpk3-RB-eGFP getrieben mit Elav-Gal4 reflektieren im larvalen Nerv-

Muskel-System nur das Expressionsmuster der Gal4-Treiberlinie. Das Protein ist gleichmäßig 

über das Axon und die neuromuskulären Boutons verteilt (vgl. Abb. 3.15; Daten für 

UASSrpk3-RB-eGFP nicht gezeigt). Durch diese beiden Konstrukte konnten also keine 

weiteren Informationen über das Expressionsmuster der SRPK3 im larvalen Nerv-Muskel-

System gewonnen werden.                  
 

 
 

Abb. 3.15: Expressionsmuster der GFP-getaggten SRPK3-Isoformen an der larvalen Nerv-Muskel-

Synapse: Die beiden GFP-getaggten SRPK3-Isoformen UASeGFP-Srpk3-RF und UAS-Srpk3-RB-eGFP sind 

gleichmäßig im Axon (linkes Bild), und in den synaptischen Boutons verteilt, wenn die UAS-Konstrukte mit 

Elav-Gal4 getrieben werden. Als Beispiel ist hier die Isoform UASeGFP-Srpk3-RF gezeigt. Das rechte Bild 

stellt eine 4-fach vergrößerte Darstellung des markierten Abschnitts aus dem linken Bild dar. Größenbalken: 

50µm. (larvale Nerv-Muskel-Synapse gefärbt mit α-GFP-Antikörper). 

 

Im Gegensatz dazu reflektiert das dritte verwendete Konstrukt, UAS-Srpk3-RC-eGFP nicht 

ausschließlich das Expressionsmuster der Elav-Gal4-Treiberlinie. Diese Variante zeigt keine 

gleichmäßige Verteilung über den gesamten neuromuskulären Bouton, sondern liegt hier in 
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einer „punktförmigen“ Verteilung vor. Kolokalisationsstudien mit dem Aktive Zone-Protein 

Bruchpilot zeigten, dass die Expressionsmuster beider Proteine an der Synapse überlappen 

(vgl. Abb. 3.16). Die SRPK3 ist also auch an der Aktiven Zone der Synapse zu finden und 

kolokalisiert dort mit Bruchpilot. Dieses Ergebnis brachte somit weitere Hinweise auf eine 

mögliche direkte Interaktion der beiden Proteine an der Aktiven Zone der Synapse. 

 

 
 

Abb. 3.16: SRPK3 und Bruchpilot kolokalisieren an der Aktiven Zone der larvalen neuromuskulären 

Synapse: Überexpression der GFP-getaggten Srpk3-RC-Isoform mittels Elav-Gal4.  

A: Gefärbt wurde hier mit einem α-GFP-Antikörper (rabbit-polyklonal; Verdünnung 1:1000), um das SRPK3-

GFP-Fusionsprotein zu detektieren. Größenbalken: 5µm 

B: Die mittlere Abbildung zeigt die endogene Verteilung des Bruchpilot-Proteins an der Aktiven Zone der 

larvalen neuromuskulären Synapse (α-BRP-Antikörper (nc82); Wagh et al., 2006) 

C: Overlay beider Färbungen. SRPK3 und Bruchpilot kolokaliseren weitgehend an der Aktiven Zone der 

larvalen neuromuskulären Synapse.  

 

Im larvalen Gehirn und Ventralganglion liegen alle drei GFP-getaggten SRPK3-Isoformen im 

Cytoplasma der Zellkörper vor (vgl. Abb. 3.17; Daten für UAS-Srpk3-RB-eGFP und UAS-

Srpk3-RC-eGFP nicht gezeigt).  

 

 

 

 

 

A B C
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Abb. 3.17: Expressionsmuster der GFP-getaggten SRPK3-Isoformen im larvalen Gehirn: Alle drei 

hergestellten GFP-getaggten SRPK3-Isoformen werden im Cytoplasma der Zellkörper exprimiert, wenn die 

UAS-Konstrukte mit Elav-Gal4 getrieben werden. Als Beispiel ist hier die Isoform UASeGFP-Srpk3-RF 

dargestellt. (Larvale Gehirne gefärbt mit α-GFP-Antikörper). 

 

3.6 Jump-out-Mutagenese zur Herstellung einer SRPK3-Nullmutante 

 
Zu Beginn der Arbeit an der SRPK3 existierte nur eine hypomorphe Mutante des Proteins, die 

Linie Srpk3P1 (Eberle, 1995). Diese Linie trägt, wie schon erwähnt eine P-Elementinsertion 

im ersten Exon, die das Leseraster der beiden Isoformen der RC/RF-Transkriptgruppe 

unterbricht (vgl. Abb. 3.18). Ein Ziel dieser Arbeit war es nun, eine Nullmutante für die 

SRPK3 herzustellen, um dann die Auswirkungen eines völligen Fehlens dieses Proteins auf 

das Nervensystem untersuchen, bzw. die Phänotypen der hypomorphen Linie mit denen der 

Nullmutante vergleichen zu können. Um durch eine „Jump-out“-Mutagenese eine SRPK3-

Nullmutante herzustellen, wurde das P{lacW}-Element im ersten Exon der RC/RF-Gruppe 

der hypomorphen BRPK-Mutante Srpk3P1 remobilisiert. Dieses P-Element ist in der Linie 

Srpk3P1 stabil in das Genom integriert. Um nun das P-Element zu remobilisieren musste diese 

Linie mit einem Stamm gekreuzt werden, der eine Transposasequelle liefert. Dies war in 

diesem Fall der Jump-Starter-Stamm ∆2-3ki (Kreuzungsschema vgl. Kapitel 2.15). In den FI-

Nachkommen dieser Kreuzung konnte das P-Element nun aus dem Srpk3-Genlokus 

„herausspringen“. Ziel dabei war es, Linien zu finden, bei denen das P-Element beim 

„Herausspringen“ eine Deletion erzeugt, die den Transkriptions- und Translationsstartpunkt 

der RB/RE-Gruppe einschließt (vgl. Abb. 3.18) und somit die Expression der SRPK3 

vollständig verhindert.  
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Abb. 3.18: Genomische Situation der Linie Srpk3P1: Die Linie Srpk3P1 diente als Ausgangslinie für eine 

Jump-out-Mutagenese zur Herstellung einer Srpk3-Nullmutante. Dabei wurde das P-Element mobilisiert und 

durch einen PCR-Screen Linien identifiziert, bei denen das P-Element beim „Herausspringen“ den 

Transkriptions- und Translationsstart der RB/RE-Gruppe deletiert. 

 

 Es konnten ca. 600 so genannter Jump-out-Linien etabliert werden, also Linien, bei denen das 

P-Element vermutlich den ursprünglichen Genlokus verlassen hat und sich nicht neu in eine 

transkriptionsaktive Region inseriert hat. Dies ist daran zu erkennen, dass diese Fliegen weiße 

Augen haben, im Gegensatz zur P-Element-Ausgangslinie, die rote Augen hat. Der 

Augenphänotyp der P-Elementlinie kommt dadurch zustande, dass das P-Element ein so 

genanntes „mini-white“-Gen besitzt, das exprimiert wird, außer wenn das P-Element in eine 

transkriptionsinaktive Region (z.B. Heterochromatin) inseriert ist. Von diesen ca. 600 Jump-

out-Linien, waren etwa 580 homozygot lebensfähig. Die restlichen 20 Linien waren 

homozygot lethal und wurden daher als balancierte Linien gehalten. Um eine Srpk3-

Nullmutante zu identifizieren wurden PCR-Experimente in Zusammenarbeit mit Nicole Bock 

(Bock, 2006) und Alice Bloch (Bloch, 2007) durchgeführt. Zunächst wurden PCR-Reaktionen 

mit dem Primerpaar P487 sense / P487 anti durchgeführt. Dieses Primerpaar bindet im ersten 

Exon der RC/RF-Gruppe, wobei der sense Primer vor der P-Elementinsertion liegt, der anti 

Primer dahinter (vgl. Abb. 3.19).  
 

 
 

Abb. 3.19: Lage der Primer zur Identifikation einer SRPK3-Nullmutante: Zur Identifikation einer 

möglichen Srpk3-Nullmutante wurden PCR-Reaktionen mit verschiedenen Primerpaaren durchgeführt. Zunächst 

wurde das Primerpaar P487 sense / P487 anti (pink) benutzt. Linien bei denen kein PCR-Produkt erzeugt werden 

konnte, wurden mit dem Primerpaar 1. Intron n. P sense / 1. Intron n. P anti (blau) gescreent. Erhielt man bei 

dieser PCR immer noch kein Produkt, so wurden die Primer Screen JO 1. Exon klein sense / Screen JO 1.Exon 

klein anti (gelb) benutzt. Linien, die auch hier kein Produkt zeigten, wurden zuletzt mit dem Primerpaar P487 

sense / Screen JO 1. Exon klein anti untersucht, um die Größe der Deletion zu bestimmen.  

 

In einer wildtypischen Fliege wäre bei dieser Amplifikation eine Bande von ca. 800 bp zu 

erwarten. Falls das P-Element eine größere Deletion erzeugt hätte, so würde man in dieser 
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Linie kein Produkt erwarten, da eine oder beide Primerbindungsstellen deletiert sein müssten. 

Die größte Zahl der 600 untersuchten Linien zeigte schon bei PCR mit diesem Primerpaar 

eine Bande (vgl. Abb. 3.20). Einige der Linien, die das erwartete wildtypische Produkt von 

ca. 800 bp zeigten, wurden sequenziert, um Revertanten zu identifizieren, also Linien mit 

einem präzisen Jump-out des P-Elements. Diese Fliegen sollten bei späteren Experimenten als 

Kontrollen eingesetzt werden. Da sie die gleichen Kreuzungen durchlaufen haben, wie die 

Nullmutante, sollte der genetische Hintergrund beider Linien im Wesentlichen gleich sein. 

Nahezu alle phänotypischen Unterschiede zwischen den Linien sollten somit nur auf die 

Mutation der SRPK3 zurückzuführen sein. Effekte des genetischen Hintergrunds könnten so 

weitgehend ausgeschlossen werden. Bei einigen der Jump-out-Linien war das PCR-Produkt 

zwar etwas kleiner als die erwartete Bande von ca. 800 bp, da sich die Deletion aber in diesem 

Fall auf den Bereich des ersten Exons beschränkte und der Transkriptionsstart der RB/RE-

Gruppe nicht deletiert sein konnte, kamen diese Fliegen als Nullmutanten nicht in Frage und 

wurden verworfen. 

 
 

Abb. 3.20: Beispiel für eine PCR mit dem Primerpaar P487 sense / P487 anti: Spur 1 zeigt die 

Wildtypkontrolle. Dieses Produkt ist ca. 800 bp groß. Die Spuren 2-11 zeigen Beispiele für verschiedene Jump-

out-Linien. Einige dieser Produkte sind kleiner als das wildtypische, da die Deletion aber auf jeden Fall zu klein 

ist, um den Transkriptionsstart der RB/RE-Gruppe zu entfernen, wurden diese Linien verworfen. Einige der 

Linien, die eine wildtypische Bande hatten, wurden sequenziert, um Revertanten zu identifizieren. Spur 12 zeigt 

als Kontrolle eine PCR mit der P-Elementlinie Srpk3P1. Da das P-Element ca. 10 kb groß ist, war hier keine 

Bande zu erwarten. Die Spur 13 zeigt die Wasserkontrolle. 

 

Die Linien, die bei dieser ersten PCR keine Bande zeigten, wurden durch PCR mit dem 

Primerpaar 1. Intron n. P sense / 1. Intron n. P anti weiter untersucht (vgl. Abb. 3.19 und 

3.21). Dieses Primerpaar bindet im ersten Intron downstream des P-Elementisertion. Wie 

dieses Beispielgel zeigt, lieferten sehr viele der untersuchten Linien hier ein Produkt und 

schieden damit ebenfalls als mögliche Nullmutanten aus.  

 

ca. 800 bp 

1   2   3   4   5   6    7   8   9  10 11  12 13 
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Abb. 3.21: Beispiel für eine PCR mit dem Primerpaar 1. Intron n. P sense /1. Intron n. P anti: Das 

erwartete wildtypische Produkt ist ca. 500 bp groß (Wildtypkontrolle: Spur 12). Wie auf diesem Beispielgel zu 

sehen ist, zeigen die meisten der getesteten Linien das wildtypische Produkt und kommen somit als mögliche 

Nullmutante nicht in Frage. Spur 13 zeigt die Ausgangslinie Srpk3P1. Spur 14 zeigt eine Wasserkontrolle.  

 

Die Linien, die nach einer PCR mit dem Primerpaar 1. Intron n. P sense / 1. Intron n. P anti 

noch als Nullmutante in Frage kamen (z.B. Spur 5 in Abb. 3.21), wurden nun durch eine PCR 

mit dem Primerpaar Screen JO 1. Exon klein sense / Screen JO 1. Exon  klein anti untersucht 

(vgl. Abb. 3.19 und 3.22). Dieses Primerpaar umspannt den Transkriptionstart der RB/RE-

Gruppe, das erwartete wildtypische Produkt hat eine Größe von ca. 1,45 kb.  

 

 
 

Abb. 3.22: Beispiel für eine PCR mit dem Primerpaar Screen JO 1. Exon klein sense / Screen JO 1. Exon 

klein anti: Wie auf diesem Gelbild zu sehen ist, zeigten fast alle Linien, die bis hierhin noch als Nullmutante in 

Frage kamen bei dieser PCR eine wildtypische Bande und schieden damit als mögliche Nullmutante ebenfalls 

aus.   

 

Nach diesen PCR-Experimenten blieb nur eine dieser ca. 600 Linien übrig, die in keiner der 

PCR-Reaktionen ein positives Ergebnis lieferte und damit weiter als Nullmutante in Frage 

kam. Nun musste die Größe der Deletion ermittelt werden. Diese sollte sich auf den Genlokus 

der SRPK3 beschränken, angrenzende Gene sollten nicht betroffen sein, da eine Nullmutante 

exklusiv für die SRPK3 hergestellt werden sollte. Um nun die Größe der Deletion in dieser 

Linie (Srpk3VN100) abschätzen zu können, wurde eine PCR-Reaktion mit dem Primerpaar 

P487 sense / Screen JO 1.Exon klein anti durchgeführt. Das wildtypische Produkt erstreckt 

ca. 500 bp 

 1    2     3     4    5     6     7     8     9    10   11   12  13  14 

ca. 1,45 kb 
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sich vom ersten Exon der SRPK3 bis zum fünften Exon, weit hinter den Transkriptionsstart 

der RB/RE-Gruppe und hat eine Größe von ca. 4,8 kb. Bei der Linie Srpk3VN100, betrug das 

PCR-Produkt hingegen nur ca. 900 bp (vgl. Abb. 3.23). 

 

 
 

Abb. 3.23: Die Linie Srpk3VN100 zeigt bei einer PCR mit dem Primerpaar P487 sense / Screen JO 1. Exon 

klein anti nur ein Produkt von ca. 900 bp anstelle der erwarteten ca. 4,8 bp im Wildtyp: Die Spuren 1-6 

zeigen verschiedene Tiere der Linie Srpk3VN100. Alle diese Tiere zeigen ein PCR-Produkt von nur ca. 900 bp. 

Spur 7 zeigt eine wildtypische Kontrolle. Hier wäre ein Produkt von ca. 4,8 kb zu erwarten gewesen, allerdings 

wurden die PCR-Bedingen in diesem Fall so gewählt, dass ein so großes Produkt nicht entstehen konnte. Spur 8 

zeigt die Wasserkontrolle. 

 

Damit war die Linie Srpk3VN100 weiterhin ein guter Kandidat für eine exklusive SRPK3-

Nullmutante. Die Deletion erstreckt sich nur auf Bereiche innerhalb der SRPK3, angrenzende 

Gene sind also nicht betroffen, andererseits schließt die Deletion den Transkriptionsstart der 

RB-Gruppe mit ein, sonst hätte man bei einer PCR mit dem Primerpaar Screen JO 1. Exon 

klein sense / Screen JO 1. Exon klein anti ein Produkt erwartet. Dieses Ergebnis konnte von 

Alice Bloch bestätigt werden (Bloch, 2007). Um nun die genauen Bruchpunkte der Deletion 

zu kartieren, wurde das PCR-Produkt sequenziert (vgl. Abb. 3.24). Diese Sequenzierung 

zeigte, dass sich die Deletion der Nullmutante über 3861 Nukleotide erstreckt und den 

Transkription- und Translationsstartpunkt der Srpk3-RB/RE-Isoformen mit einschließt. 23 bp 

des P-Elements verbleiben im Genom der SRPK3-Nullmutante.  

 

 

 

 

 

 

 

ca. 900 bp 

 1   2    3   4    5    6   7   8 
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Abb. 3.24: Genomische Sequenz der Linie Srpk3VN100:  

A: Blau unterstrichen ist der genomische Bereich upstream der ursprünglichen Insertionsstelle des P-Elements, 

rot markiert ist eine Sequenz aus dem P-Element, die beim „Jump-out“ im Genom verblieben ist, die grün 

unterstrichene Sequenz schließlich konnte als Bereich des Brpk-Gens identifiziert werden, der sich downstream 

des Transkriptionsstartpunktes der RB/RE-Gruppe befindet.  

B: Schematische Darstellung der Deletion der Linie Srpk3VN100. Der Transkriptionsstartpunkt der RB/RE-Gruppe 

ist deletiert, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei dieser Linie um eine SRPK3-Nullmutante 

handelt.  

 

Die Annahme es handele sich bei der Linie Srpk3VN100 tatsächlich um eine Nullmutante, 

konnte zunächst durch eine hypothetische Translation der Nukleotidsequenz bestätigt werden 

(http://expasy.org/tools/dna.html). Die Sequenz der Nullmutante würde in allen sechs 

möglichen Leserastern zu einem Abbruch der Proteintranslation führen, so dass davon 

ausgegangen werden konnte, es handele sich bei dieser Linie tatsächlich um eine 

Nullmutante.  

Da, wie schon in Kapitel 3.4 beschrieben, die hergestellten Antikörper nicht spezifisch genug 

waren, um auf Proteinebene beweisen zu können, dass es sich bei der Linie Srpk3VN100 

tatsächlich um eine Nullmutante (vgl. Bloch, 2007) handelt, wurden von Alice Bloch RT-

PCR-Experimente durchgeführt. Diese Experimente bestätigten, dass in der Line Srpk3VN100 

kein funktionelles Srpk3-Transkript gebildet wird (Bloch, 2007), somit handelt es sich bei 

dieser Linie tatsächlich um eine Nullmutante.  

 

 

 

A 

B 
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3.7 Phänotypen der SRPK3-Nullmutante und Versuche zu deren Rettung 

 
Im nächsten Schritt sollten nun die Phänotypen der Nullmutante Srpk3VN100 untersucht und 

mit denen der hypomorphen Linie Srpk3P1 verglichen werden. Zunächst einmal ist 

festzustellen, dass die Linie Srpk3VN100 homozygot lebensfähig und fertil ist. Die vollständige 

Deletion der SRPK3 löst also keine Letalität der Fliegen, oder Auffälligkeiten in deren 

Reproduktionsverhalten aus. Als nächstes wurde der Phänotyp der Bruchpilot-Aggregate in 

Axonen larvaler Motoneurone untersucht. Dabei sollte festgestellt werden, ob die Mutation 

aller SRPK3-Isoformen zu einer Verstärkung des schon in der hypomorphen Linie Srpk3P1 

beobachteten Effekts führt, oder ob die Mutation der RC/RF-Transkriptgruppe (z.B. in der 

Linie Srpk3P1) alleine schon ausreichend ist, um dieses Resultat hervorzurufen. Wie in 

Abbildung 3.25 zu sehen, sind die Bruchpilot-Aggregate in der Nullmutante Srpk3VN100 

qualitativ nicht von denen der hypomorphen Linie Srpk3P1 zu unterscheiden. Die Mutation der 

RC/RF-Transkriptgruppe scheint demzufolge auszureichen, um den Aggregate-Phänotyp 

auszulösen. 
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Abb. 3.25: Der Aggregate-Phänoyp in der SRPK3-Nullmutante ist nicht qualitativ unterschiedlich zur 

hypomorphen Linie: Der Aggregate-Phänotyp in der SRPK3-Nullmutante (C) ist nicht stärker ausgeprägt, als 

in der hypomorphen Linie (A). Demzufolge scheint die Mutation der RC/RF-Gruppe alleine auszureichen, um 

diesen Phänotyp auszulösen. Die Abbildungen B und D zeigen als Kontrollen den Wildtyp (B) sowie die 

Revertane Srpk3VN284 (D). In diesen Linien ist das Bruchpilot-Protein wie erwartet uniform über das Axon 

verteilt. Größenbalken: 10µm. (Axone larvaler Motoneurone gefärbt mit α-BRP (nc82) (Wagh et al., 2006)). 

 

Auch die unter Kapitel 3.3 erwähnten Verhaltensanalysen wurden mit der SRPK3-

Nullmutante wiederholt (vgl. Abb. 3.26-3.29). Diese Experimente wurden von Alice Bloch im 

Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgeführt und sind dort detailliert beschrieben. Die folgenden 

Abbildungen wurden nach Daten von ihr modifiziert. Wie in Abbildung 3.26 zu sehen, führt 

sowohl die hypomorphe Mutation der Srpk3P1-Linie, als auch das völlige Fehlen der SRPK3 

in der Nullmutante, zu einer signifikanten Reduktion der Lebenserwartung im Vergleich zu 

den Kontrolllinien. Allerdings ist der Effekt in der hypomorphen Linie deutlich stärker 

ausgeprägt, als in der Nullmutante.  

 

A 

C 

B

D
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Abb. 3.26: Die Mutation der SRPK3 reduziert die Lebenserwartung der Fliegen signifikant: Sowohl die 

hypomorphe Linie Srpk3P1, also auch die SRPK3-Nullmutante Srpk3VN100 zeigen eine signifikant reduzierte 

Lebensdauer im Vergleich zur Wildtyp- bzw. Revertantenkontrolle. Allerdings ist dieser Phänotyp in der 

Nullmutante weniger ausgeprägt, als in der Hypomorphen. (Abbildung modifiziert nach Bloch, 2007). N=5. 

 

Auch die Laufaktivität auf ebener Fläche ist in beiden Linien im Vergleich zu den 

Kontrolllinien signifikant reduziert. Auch hier ist der Effekt in der Nullmutante tendenziell 

deutlicher ausgeprägt, als in der Hypomorphen. (vgl. Abb. 3.27). 

 

 
 

Abb. 3.27: Die Mutation der SRPK3 reduziert die Laufaktivität der Fliegen auf ebener Fläche signifikant: 

Sowohl die hyopomorphe Linie Srpk3P1 als auch die Nullmutante Srpk3VN100 zeigen eine signifikant reduzierte 

Laufaktivität auf ebener Fläche. Auch dieser Phänotyp scheint in der hypomorphen Linie stärker ausgeprägt zu 

sein. (Abbildung modifiziert nach Bloch, 2007). N=25. 



3. Ergebnisse   82 

Beim Vergleich der Flugfähigkeit der beiden Linien ergibt sich im Prinzip das gleiche Bild. 

Auch hier sind beide Linien eingeschränkt, aber auch hier manifestiert sich der Effekt in der 

Nullmutante tendenziell deutlicher (vgl. Abb. 3.28). 

 

 
 

Abb. 3.28: Die Mutation der SRPK3 führt zu einer signifikanten Einschränkung im Flugverhalten: 

Sowohl die hypomorphe Mutation der SRPK3 (Srpk3P1), als auch deren kompletter Ausfall (Srpk3VN100) führen 

zu einer Einschränkung im Flugverhalten der Tiere. Auch hier ist der Effekt in der hypomorphen Linie 

tendenziell deutlicher ausgeprägt. (Abbildung modifiziert nach Bloch, 2007). N=10. 

 

Betrachtet man nun das negativ geotaktische Verhalten, der beiden Mutantenlinien, so fällt  

hier auf, dass in diesem Verhaltensparadigma die Nullmutante keine signifikante 

Einschränkung in ihrer negativen Geotaxis zeigt, während die hypomorphe Linie Srpk3P1 hier 

hoch signifikante Defizite hat (vgl. Abb. 3.29). 
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Abb. 3.29: Die hypomorphe Linie Srpk3P1 ist deutlich eingeschränkt in ihrem negativ geotaktischen 

Verhalten, wohingegen die Nullmutante Srpk3VN100 hier keinen Defekt zeigt. (Abbildung modifiziert nach 

Bloch, 2007). N=25. 

 

Da sich bei den durchgeführten Verhaltensassays zeigte, dass die hypomorphe Linie Srpk3P1 

stärkere Defekte aufweist, als die Nullmutante Srpk3VN100, stellte sich zunächst die Frage, ob 

die Verstärkung der Effekte in der hypomorphen Linie auf den genetischen Hintergrund 

dieser Fliegen zurückzuführen sein könnte. Um diese Vermutung zu untersuchen, wurden von 

Alice Bloch im Zuge ihrer Diplomarbeit weitere Fliegenlinien analysiert, so z.B. hypomorphe 

Tiere, die über mehrere Generationen gegen den Wildtyp ausgekreuzt wurden. Dieses 

Verfahren ist geeignet, um den genetische Hintergrund der Tiere dem des Wildtyps 

anzunähern. Die mit dieser Linie erhaltenen Daten zeigten allerdings, dass der genetische 

Hintergrund nicht alleine für die Unterschiede zwischen den beiden Linien verantwortlich 

gemacht werden kann (vgl. Bloch, 2007).   

Ein Weg zu zeigen, dass eine bestimmte Mutation einen Phänotyp auslöst, ist die 

Durchführung von „Rettungs“-Experimenten. Dabei wird die wildtypische cDNA des 

mutieren Gens in die mutante Fliegenlinie eingebracht und dort exprimiert. Somit steht den 

Tieren das in der Mutante fehlende Protein wieder in seiner wildtypischen Form zur 

Verfügung. Sind die zuvor in der Mutante beobachteten Phänotypen nun wieder wildtypsich, 

so kann man davon ausgehen, dass die Mutation tatsächlich für die Ausprägung des 

beobachteten Phänotyps verantwortlich ist. Für die hypomorphe Linie Srpk3P1 wurden schon, 

wie unter Kapitel 3.3 beschrieben, Rettungsversuche durchgeführt. Dabei konnten die 
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Phänotypen der hypomorphen Linie ganz oder teilweise revertiert werden (vgl. auch Bock, 

2006 und Bloch, 2007). Nun sollte im genetischen Hintergrund der Srpk3-Nullmutation die 

cDNA einer der RF-Isoform (vgl. Abb. 3.5) panneuronal exprimiert werden, um zu 

überprüfen inwiefern das Fehlen dieser Isoform die Phänotypen beeinflusst. Zunächst wurde 

hier erneut der Phänotyp der Bruchpilot-Aggregate in den larvalen Motoneuronaxonen 

betrachtet. Wie in Abbildung 3.30 zu sehen, ist die RF-Isoform in der Lage, den Aggregate-

Phänotyp teilweise zu retten. Dabei sind keine qualitativen Unterschiede zu einer Rettung des 

hypomorphen Phänotyps mit dieser cDNA zu erkennen (vgl. Abb. 3.9). Dieses Ergebnis 

deutet darauf hin, dass zumindest der Aggregate-Phänotyp zum größten Teil durch die 

Mutation der RC/RF-Gruppe ausgelöst wird.  

 

 
 

Abb. 3.30: Die Expression der RF-Isoform in der SRPK3-Nullmutante rettet den Aggregate-Phänotyp 

teilweise: Die vollständige RF-cDNA ist in der Lage den Bruchpilot-Aggregate-Phänotyp in der SRPK3-

Nullmutante Srpk3VN100 teilweise zu retten (C). In den beiden linken Bildern sind als Kontrolle die parentalen 

Linien Elav-Gal4;+;Srpk3VN100 (A) und w-;UAS-Srpk3-RF103;Srpk3VN100 (B) abgebildet. Diese zeigen wie 

erwartet Bruchpilot-Aggregate in den larvalen Motoneuronaxonen. Bild C zeigt die Rettungs-Linie Elav-Gal4; 

UAS-Srpk3-RF103;Srpk3VN100. Die Bruchpilot-Aggregate in dieser Linie sind deutlich reduziert im Vergleich zu 

den Kontrolllinien. Größenbalken: 10µm. (Axone larvaler Motoneurone gefärbt mit α-BRP (nc82) (Wagh et al., 

2006)). 
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3.8 Untersuchungen zu den Mechanismen des Einflusses der SRPK3-

Mutation auf das Aktive Zone-Protein Bruchpilot   

 
3.8.1 Die ektopische Überexpression von Bruchpilot im Nervensystem führt ebenfalls zu 

Proteinaggregaten 

 

Eine entscheidende Frage war nun, durch welchen Mechanismus die Mutation der SRPK3 zur 

Bildung von Bruchpilot-Aggregaten in larvalen Motoneuronaxonen führt. Dabei fiel auf, dass 

auch die ektopische Überexpression von Bruchpilot (UAS-GFP-Brp; Wagh et al., 2006) 

mittels des panneuronalen Treibers Elav-Gal4 die Bildung von Bruchpilot-Aggregaten in 

larvalen Motoneuronaxonen auslöst (vgl. Abb. 3.31). Somit wäre denkbar, dass der 

Aggregate-Phänotyp in den SRPK3-Mutanten ebenfalls auf eine Überexpression von 

Bruchpilot in diesen Tieren zurückzuführen sein könnte.  

 

 
 

Abb. 3.31: Die ektopische Überexpression von Bruchpilot führt zu Aggregaten in larvalen 

Motoneuronaxonen: Die Überexpression von Bruchpilot im Nervensystem führt, wie die Mutation der SRPK3, 

zur Bildung von Bruchpilot-Aggregaten in larvalen Motoneuronaxonen (C). Die Abbildungen A und B zeigen 

die parentalen Kontrolllinien Elav-Gal-4 (A) und UAS-GFP-Brp (B). Die Kontrolllinien zeigen wie erwartet 

keine deutlichen Bruchpilot-Aggregate. Größenbalken: 10µm. (Axone larvaler Motoneurone gefärbt mit α-BRP 

(nc82) (Wagh et al., 2006)). 

 

Allerdings stellte sich heraus, dass die Überexpression von Bruchpilot mittels Elav-GAl4 

nicht nur zur Aggregatbildung des Proteins in Axonen, sondern auch im larvalen (vgl. Abb. 

3.32) sowie adulten Gehirn (vgl. Abb. 3.33) führt. 
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Abb. 3.32: Die ektopische Überexpression von Bruchpilot führt zu Aggregaten im larvalen Gehirn: Die 

Überexpression von Bruchpilot führt neben der Bildung von Proteinaggregaten in larvalen Motoneuronen auch 

zur Bildung von Aggregaten im larvalen Gehirn (C und D). Dieser Phänotyp war in Mutanten der SRPK3 nicht 

zu beobachten. Abbildung D stellt eine 4fache Vergrößerung des markierten Bildausschnittes in Abbildung C 

dar. In Abbildung A und B sind die parentalen Kontrolllinien Elav-Gal4 (A) und UAS-GFP-Brp (B) dargestellt. 

Die Kontrolllinien zeigen wie erwartet das wildtypische Expressionsmuster des Bruchpilot-Proteins im Neuropil 

des larvalen Gehirns. Größenbalken: 50µm. (Larvale Gehirne gefärbt mit α-BRP (nc82) (Wagh et al., 2006)). 
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Abb. 3.33: Die ektopische Überexpression von Bruchpilot führt auch zu Aggregaten im adulten Gehirn: 

Die Überexpression von Bruchpilot führt auch zur Bildung von Aggregaten im adulten Gehirn (C und D). Diese 

Aggregatbildung im adulten Gehirn war in SRPK3-Mutanten genauso wenig zu beobachten, wie die 

Aggregatbildung im larvalen Gehirn (vgl. Abb. 3.32). Abbildung D stellt erneut eine 4fache Vergrößerung des 

markierten Bildausschnittes von Abbildung C dar. In Abbildung A und B sind die parentalen Kontrolllinien 

Elav-Gal4 (A) und UAS-GFP-Brp (B) abgebildet. Die Kontrolllinien zeigen wie erwartet das wildtypische 

Expressionsmuster des Bruchpilot-Proteins. Größenbalken: 75µm. (Gefrierschnitte adulter Gehirne gefärbt mit 

α-BRP (nc82) (Wagh et al.; 2006)). 

 

Die ektopische Überexpression von GFP-BRP im genetischen Hintergrund der hypomorphen 

SRPK3-Linie Srpk3P1 scheint keinen Einfluss auf die Bildung der Bruchpilot-Aggregate in 

den larvalen Motoneuronaxonen zu haben (vgl. Abb. 3.34). Diese scheinen durch die 

Bruchpilot-Überexpression nicht verstärkt zu werden, da kein signifikanter Unterschied zu 

den Aggregaten der SRPK3-Mutanten (vgl. Abb. 3.25) oder der Bruchpilot-Überexpression 

im wildtypischen Hintergrund (vgl. Abb. 3.31) zu erkennen ist. Auch die Bruchpilot-

Aggregate im larvalen sowie adulten Gehirn (vgl. Abb. 3.35), ausgelöst durch die 

Überexpression von GFP-BRP, unterscheiden sich im genetischen Hintergrund der 

hypomorphen SRPK3-Mutation nicht von denen im wildtypischen Hintergrund (vgl. Abb. 

3.32). 
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Abb. 3.34: Überexpression von Bruchpilot im genetischen Hintergrund der hypomorphen SRPK3-

Mutation: Die ektopische Überexpression von GFP-BRP hat hier keinen sichtbaren Einfluss auf die 

Aggregatbildung des Proteins in den larvalen Motoneuronaxonen. Abbildung C zeigt die Linie Elav-Gal4;UAS-

GFP-Brp;+;Srpk3P1. Der Phänotyp der Bruchpilot-Überexpression im genetischen Hintergrund der hypomorphen 

SRPK3-Mutation unterscheidet sich auch nicht signifikant von der Bruchpilot-Überexpression im wildtypischen 

Hintergrund (vgl. Abb. 3.31). Die Abbildungen A und B zeigen die parentalen Kontrolllinien UAS-GFP-

Brp;+;Srpk3P1 (A) und Elav-Gal4;+;Srpk3P1 (B). Größenbalken: 10µm. (Axone larvaler Motoneurone gefärbt mit 

α-BRP (nc82) (Wagh et al., 2006)). 

 

 
 

Abb. 3.35: Auch im genetischen Hintergrund der hypomorphen SRPK3-Mutation löst die ektopische 

Überexpression von Bruchpilot Aggregate aus, sowohl im larvalen (A), als auch im adulten (B) Gehirn: 

Dieser Phänotyp unterscheidet sich nicht signifikant von der ektopischen Überexpression von Bruchpilot im 

wildtypischen Hintergrund (vgl. Abb. 3.32 und 3.33). Größenbalken links: 50µm, rechts: 100µm (Präparate 

gefärbt mit α-BRP (nc82) (Wagh et al., 2006)). 

 

Der Effekt der Bruchpilot-Überexpression auf die Verteilung des Proteins im larvalen bzw. 

adulten Gehirn, steht im Kontrast zu den beobachteten Phänotypen der SRPK3-Mutanten. 

SRPK3-Mutanten zeigen zwar ebenfalls Bruchpilot-Aggregate in larvalen Motoneuronaxonen 

(vgl. Abb. 3.8 und 3.25), im Gegensatz zur ektopischen Überexpression von Bruchpilot im 

Nervensystem, führt die Mutation der SRPK3 allerdings weder zur Aggregatbildung von 
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Bruchpilot im larvalen, noch im adulten Gehirn. Das Expressionsmuster von Bruchpilot im 

Gehirn entspricht in der SRPK3-Mutante dem des Wildtyps (vgl. Abb. 3.36). 
 

 
 

Abb. 3.36: SRPK3-Mutanten zeigen keine Bruchpilot-Aggregate im Gehirn: Die Mutation der SRPK3 führt 

zwar zu Bruchpilot-Aggregaten in larvalen Motoneuronen (vgl. Abb. 3.8 und 3.25), aber im Gegensatz zu einer 

ektopischen Überexpression von Bruchpilot im Nervensystem, löst diese Mutation weder eine Aggregation des 

Proteins im larvalen (A und B), noch im adulten Gehirn aus (E und F). Die Abbildungen A und E zeigen Gehirne 

der hypomorphen Linie Srpk3P1, die Abbildungen B und F Gehirne der Nullmutante Srpk3VN100. Die 

Abbildungen C und G zeigen den Wildtyp, D und H die Revertante Srpk3VN284. Größenbalken oben: 50µm; 

unten:  100µm. (Gehirne gefärbt mit α-BRP (nc82) (Wagh et al., 2006)).  
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Eine Mutation der SRPK3 führt also ebenso zu Bruchpilot-Aggregaten in den larvalen 

Motoneuronaxonen, wie die ektopische Überexpression von Bruchpilot im Nervensystem. 

Daher stellte sich nun die Frage, ob die Aggregatbildung von Bruchpilot in der SRPK3-

Mutante auch auf eine Überexpression des Proteins in diesen Tieren zurückzuführen ist. Um 

diese Frage zu beantworten, wurde zunächst einmal die Stärke der Bruchpilotexpression in 

der SRPK3-Mutante mittels Western Blot überprüft. Dabei konnte allerdings kein 

signifikanter Unterschied in der Expressionsstärke des Bruchpilot-Proteins zwischen SRPK3-

Mutante und Wildtyp beobachtet werden (vgl. Abb. 3.37). Die Ergebnisse der Western Blots 

deuteten also nicht auf eine Überexpression von Bruchpilot in der SRPK3-Mutante hin.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.37: Die Stärke der Bruchpilot-Expression scheint in der SRPK3-Mutante im Vergleich zum 

Wildtyp nicht verändert zu sein: Im Western Blot war keine signifikante Überexpression des Bruchpilot-

Proteins in der SRPK3-Mutante Srpk3P1 (hier P487) zu erkennen. Inkubiert wurde dieser Blot mit α-BRP (nc82) 

(Wagh et al.; 2006) als Ladungskontrolle diente α-Sap47 (nc46) (Hofbauer, 1991).   

 

Allerdings waren die Bruchpilot-Aggregate in der SRPK3-Mutante nur in Larven zu finden, 

die Western Blot-Experimente wurden hier aber mit adulten Kopfhomogenaten durchgeführt. 

Versuche mit dem α-BRP-Antikörper Western Blot-Analysen auch an larvalem Gewebe 

durchzuführen scheiterten. Um nun entscheiden zu können, ob in Larven der SRPK3-

Mutanten die Expression von Bruchpilot heraufreguliert ist, wurden von Nicole Bock im Zuge 

ihrer Diplomarbeit semiquantitative RT-PCR-Experimente mit larvaler RNA durchgeführt. 

Durch dieses Verfahren war es möglich die Stärke der Expression auf Transkriptebene zu 

detektieren. Allerdings gaben auch diese Experimente keinen Hinweis auf eine 

Überexpression von Bruchpilot in SRPK3-Mutanten (Bock, 2006). Damit war also eine 

deutliche Überexpression von Bruchpilot in SRPK3-Mutanten auszuschließen.  
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3.8.2 Die Verteilung des Bruchpilot-Proteins an den Aktiven Zonen der Synapsen ist in 

SRPK3-Mutanten nicht qualitativ unterschiedlich zum Wildtyp 

 

Ein weiterer Mechanismus, der eventuell für die Bildung der Aggregate in den Axonen 

verantwortlich sein könnte, wäre eine Beeinträchtigung des axonalen Transports. Eine 

Beeinträchtigung des axonalen Transports führt z.B. in loss-of-function-Mutationen der 

schweren (Hurd und Saxton, 1996) oder leichten Kette (Gindhart et al., 1998) des Kinesins 

ebenfalls zur Ausbildung von Proteinaggregaten in larvalen Axonen. Neben vielen anderen 

Proteinen sind in diesen sogenannten „organelle jams“ (Hurd und Saxton, 1996) auch die 

synaptischen Proteine Cystein-String-Protein (CSP) (u. a. Mastrogiacomo et al., 1994; 

Umbach et al., 1994; Zinsmaier et al., 1994) und Synaptotagmin (Perin et al., 1991; Littleton 

et al., 1993) zu finden (Hurd und Saxton, 1996; Gindhart et al., 1998). Diese beiden Proteine 

werden daher gerne in Studien zum axonalen Transport eingesetzt, um Defekte der 

Transportsysteme aufzudecken. Um nun zu klären, ob auch in den SRPK3-Mutanten der 

axonale Transport generell beeinträchtigt ist, habe ich schon während meiner Diplomarbeit 

immunhistochemische Untersuchungen an der SRPK3-Mutante mit Antikörpern gegen diese 

Proteine durchgeführt. Dabei zeigte sich aber, dass weder CSP, noch Synaptotagmin in den 

larvalen Axonen der SRPK3-Mutante aggregieren (Nieratschker, 2004). Damit ist es also sehr 

unwahrscheinlich, dass die Bildung der Bruchpilot-Aggregate auf eine generelle 

Beeinträchtigung des axonalen Transports in den SRPK3-Mutanten zurückzuführen sein 

könnte. Stattdessen spricht diese Beobachtung eher für einen spezifischen Effekt der Mutation 

des Srpk3-Gens auf das Aktive Zone-Protein Bruchpilot. Gegen die Annahme, die 

Aggregatbildung des Bruchpilot-Proteins wäre durch einen defekten axonalen Transport zu 

erklären, spricht ferner die Beobachtung, dass das Protein auch in den SRPK3-Mutanten in 

den neuromuskulären Synapsen der Larven lokalisiert ist. Die Aktiven Zonen dieser Synapsen 

sind in der SRPK3-Mutante qualitativ nicht von den wildtypischen Kontrollen zu 

unterscheiden. Das Bruchpilot-Protein scheint auch in der SRPK3-Mutante in einer 

wildtypischen Verteilung an der Aktiven Zone der neuromuskulären Synapse vorzuliegen 

(vgl. Abb. 3.38). Da weder in der Expressionsstärke des Bruchpilot-Proteins, noch in der 

lichtmikroskopischen Morphologie der Aktiven Zonen oder der synaptischen Boutons, ein 

Unterschied zwischen den SRPK3-Mutanten und den Wildtypen zu erkennen war, wurde auf 

eine genaue Quantifizierung dieser Parameter verzichtet. 
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Abb. 3.38: Die Verteilung des Bruchpilot-Proteins an den Aktiven Zonen der Synapsen ist in SRPK3-

Mutanten nicht qualitativ unterschiedlich zum Wildtyp: Die Abbildungen A und C zeigen die beiden 

SRPK3-Mutanten Srpk3P1 (A) und Srpk3VN100(C). Die Verteilung des Bruchpilot-Proteins an der Aktiven Zone 

der Synapse ist in diesen beiden Linien nicht qualitativ unterschiedlich zum Wildtyp (B) bzw. zur Revertanten 

Srpk3VN284 (D). Größenbalken: 5µm. (Neuromuskuläre Synapsen der Muskel 6/7, des Segments A3, gefärbt mit 

α-BRP (nc82) (Wagh et al., 2006)).  

 

3.8.3 Eine direkte Interaktion zwischen Bruchpilot und der SRPK3 konnte nicht 

nachgewiesen werden 

 

Viele der in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse deuten auf eine spezifische Interaktion 

zwischen der SRPK3 und Bruchpilot hin. So z.B. die Gegebenheit, dass nur das Bruchpilot-

Protein in larvalen Axonen der SRPK3-Mutanten zu aggregieren scheint, während andere 

synaptische Proteine uniform über das Axon verteilt vorliegen (Nieratschker, 2004). 

Weiterhin spricht für eine spezifische Auswirkung der SRPK3-Mutation auf Bruchpilot, dass 

eine Herunterregulation des Bruchpilot-Proteinlevels zu ähnlichen Verhaltensphänotypen 

führt, wie die Mutation der SRPK3 (vgl. Kapitel 3.3 und Kapitel 3.7). Der deutlichste Hinweis 

auf eine mögliche Interaktion beider Proteine ist aber sicherlich, dass beide Proteine an der 

Aktiven Zone der Synapse zu kolokalisieren scheinen (vgl. Abb. 3.16). Eine direkte 

Interaktion der beiden Proteine an der Aktiven Zone der Synapse ist also denkbar. Um nun zu 
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überprüfen, ob eine direkte Interaktion beider Proteine stattfindet, wurden Co-

Immunopäzipitationsexperimente mit beiden Proteinen durchgeführt. Da die Antiseren gegen 

die SRPK3 nicht spezifisch genug schienen, wurde keine Immunopräzipitation der Kinase mit 

Hilfe dieser Antikörper versucht, sondern die Kinase wurde mit einem Myc-Tag versehen, in 

HEK293-Zellen exprimiert und aus diesen Zellen anschließend durch eine 

Immunopräzipitation über das Myc-Tag angereichert und aufgereinigt (vgl. Abb. 3.40). Dabei 

waren Proteine von ca. 90 kDa (RB) bzw. ca. 95 kDa (RC) zu erwarten. Das Bruchpilot-

Protein wurde nach dem Protokoll von Manuela Schmidt (Schmidt, 2006) gereinigt. Diese 

Immunopräzipitation war ebenfalls erfolgreich (vgl. Abb. 3.39). Mit dem α-BRP-Antikörper 

(nc82) (Wagh et al., 2006) war es möglich das Bruchpilot-Protein aus den Köpfen adulter 

Fliegen zu gewinnen. Mit Protein-A-Sepharose-Beads, die mit einem Kontrollantikörper 

(schwere Kette des Maus IgG; Dianova) beladen waren, konnte hingegen kein Bruchpilot-

Protein gewonnen werden. Die Präzipitation von Bruchpilot mit dem α-BRP-Antikörper 

(nc82) ist also spezifisch.  

 
 

Abb. 3.39: Immunopräzipitation des Bruchpilot-Proteins: Die Immunopräzipitation des Bruchpilot-Proteins 

wurde nach dem Protokoll von Manuela Schmidt (Schmidt, 2006) durchgeführt. Dazu wurden je 25 

Fliegenköpfe homogenisiert. Spur 1 zeigt eine Immunopräzipitation durchgeführt mit dem α-BRP-Antikörper 

(nc82) (Wagh et al., 2006). Bei einer Immunopräzipitation mit einem Kontrollantikörper (schwere Kette des 

Maus IgG; Dianova) wird dagegen kein Bruchpilot-Protein gebunden (Spur 2), die Immunopräzipitation ist also 

spezifisch. (Blot inkubiert mit α-BRP–Antikörper (nc82) (Wagh et al., 2006)). 

 

Um nun zu untersuchen, ob eine direkte Interaktion beider Proteine stattfindet wurden Co-

Immunopräzipitationsexperimente durchgeführt. Dazu wurde die Expression der RC- bzw. 

RB-Isoformen in HEK293-Zellen induziert und diese Proteine durch eine 

Immunopräzipitation über den α-Myc-Antikörper (9E10; Santa Cruz Biotechnology) 

gewonnen, wie oben beschrieben. Der Erfolg dieser Immnopräzipitation wurde durch einen 

Western Blot überprüft (vgl. Abb. 3.40 A). Die an die Protein-A-Sepharose gebundenen 

SRPK3-Isoformen wurden dann anschließend mit Fliegenhomogenat inkubiert. Dieses 

Fliegenhomogenat wurde gewonnen, wie von Manuela Schmidt zur Aufreinigung von 

Bruchpilot beschreiben (Schmidt, 2006), um sicherzustellen, dass das schwer zu lösende, 

ca. 180 kDa 

  1                  2 



3. Ergebnisse   94 

membranständige Protein für die Co-Immunopräzipitation zugänglich gemacht wird. Zur 

Kontrolle wurde ein Aliquot des Homogenats durch einen Western Blot analysiert. Durch 

dieses Experiment war allerdings keine direkte Interaktion von BRP und SRPK3 nachweisbar 

(vgl. Abb. 3.40 B).  

 

 
Abb. 3.40: Eine direkte Interaktion beider Proteine war durch Co-Immunopräzipitationsexperimente 

nicht nachweisbar:  
A: Die SRPK-Isoformen wurden durch eine Immunopräzipitation mit dem α-Myc-Antikörper (9E10; Santa Cruz 

Biotechnology) gewonnen. In Spur 1 wurde aus HEK293-Zellen aufgereinigtes SRPK3-RB-Protein aufgetragen, 

in Spur 2 aufgereinigtes SRPK3-RC-Protein. Spur 3 zeigt als Negativkontrolle eine Co-Immunopräzipitation mit 

nicht-transfizierten Zellen. (Blot inkubiert mit α-Myc-Antikörper).  

 B: Co-Immunopräzipitationsexperimente: In Spur 1 wurde als Inputkontrolle ein Aliquot des 

Fliegenhomogenats (10 µl) aufgetragen. Die SRPK3-beads wurden mit je 500 µl dieses Fliegenhomogenats 

inkubiert. Spur 2 zeigt das Ergebnis der Co-Immunopräzipitation, die mit der SRPK3-RB-Isoform durchgeführt 

worden ist, Spur 3 das Ergebnis der Co-Immunoprözipitation mit der SRPK3-RC-Isoform. Spur 4 zeigt als 

Negativkontrolle eine Co-Immunopräzipitation, die mit nicht-transfizierten Zellen durchgeführt wurde. Eine 

direkte Interaktion der SRPK3 mit BRP konnte durch dieses Experiment nicht nachgewiesen werden. (Blot 

inkubiert mit α-BRP-Antikörper (nc82) (Wagh et al., 2006)). 

 

Auch das vice versa-Experiment, bei dem zunächst das Bruchpilot-Protein aus Köpfen adulter 

Fliegen gereinigt wurde und anschließend diese Bruchpilot-beads mit dem Lysat SRPK3-

exprimierender HEK293-Zellen inkubiert wurden, brachte das gleiche, negative Ergebnis 

(Daten nicht gezeigt). Auch hier war keine Interaktion der beiden Proteine nachweisbar.  
 

 

 

 

      1       2      3     4   1            2           3 

ca. 95 kDa 

A B 

ca. 180 kDa 
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3.8.4 Bruchpilot ist vermutlich kein Substrat der SRPK3 

 

Da die SRPK3 große Homologien zu SR-Proteinkinasen aufweist (vgl. Kapitel 3.2), sollte 

überprüft werden, ob auch die SRPK3 in der Lage ist, SR-Proteine zu phosphorylieren. Um 

die SRPK3 in einer aktiven Form zu isolieren, wurden rekombinante Myc-getaggte SRPK3-

Proteine in HEK293-Zellen hergestellt und diese durch eine Immunopräzipitation mit einem 

α-Myc-Antikörper (9E10; Santa Cruz Biotechnology) gereinigt. Der Phosphorylierungsassay 

wurde sowohl mit der SRPK3-RC-Isoform durchgeführt, als auch mit der SRPK3-RB-

Isoform. Als Negativkontrolle wurde zum einen eine Reaktion ohne Kinase durchgeführt, 

zum anderen wurde ein Reaktionsansatz ohne das Substrat angesetzt. Dadurch konnte 

überprüft werden, ob der gemessene Einbau von γ32-Phosphat in das Substrat erfolgte, die 

Kinase das Substrat also tatsächlich phosphoryliert, oder ob dies auf eine bloße 

Autophosphorylierung der Kinase zurückzuführen ist. Als Substrat diente hier SRPK1tide 

(Upstate), ein synthetisches Substrat korrespondierend zu den Aminosäuren 204 – 218 des 

humanen SR-Spleißfaktors ASF-1/SF-2. Alle Versuche wurden 5-mal unabhängig wiederholt. 

Diese Phosphorylierungsversuche zeigten, dass beide getestete SRPK3-Isoformen in der Lage 

sind SRPK1tide zu phosphorylieren (vgl. Abb. 3.41). Da die Menge der durch 

Immunopräzipitation gereinigten SRPK3 nicht exakt quantitativ bestimmt werden konnte, 

wurde auf eine stoichiometrische Auswertung des Phosphateinbaus verzichtet und der 

Phosphateinbau stattdessen in count per minute (cpm) angegeben.  
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Abb. 3.41: SRPK1tide ist ein Substrat der SRPK3:  Beide getesteten SRPK3-Isoformen (SRPK3-RB und 

SRPK3-RC) sind in der Lage in vitro das synthetische Substrat SRPK1tide zu phosphorylieren. Als 

Negativkontrolle wurden Versuche ohne Kinase durchgeführt. Auch die Autophosphorylierungskontrollen (ohne 

Substrat) sind negativ. Jeder Versuch wurde 5-mal unabhängig wiederholt. Der Phosphateinbau ist bei beiden 

Isoform hoch signifikant unterschiedlich zu den Autophosphorylierungskontrollen. Zur Inputkontrolle wurden 

die myc-getaggten SRPK3-Isoformen durch einen Western Blot nachgewiesen (α-Myc-Antikörper 9E10; Santa 

Cruz Biotechnology; 1:2000). Da die Menge der eingesetzten Kinase nicht quantitativ bestimmt werden konnte, 

wurde auf eine stoichiometrische Bestimmung des Phosphateinbaus verzichtet und stattdessen die gemessenen 

Werte in counts per minute (cpm) angegeben.  

 

Das Ergebnis des Phosphorylierungsassays lässt den Schluss zu, dass wohl auch die SRPK3 

zu den SR-Proteinkinasen zu zählen ist. Diese Kinasen sind hautsächlich dafür bekannt, SR-

Spleißfaktoren zu phosphorylieren (Gui et al., 1994 a; Gui et al. 1994 b; Colwill et al., 1996; 

Kuroyanagi et al., 1998; Aubol et al., 2003; Tang et al., 2007). Allen diesen SR-

Spleißfaktoren sind eine oder mehrere N-terminale RNA-recognition-motifs (RRMs) und eine 

SR-reiche C-terminale Region gemeinsam (Zahler et al., 1992; Übersicht in Fu; Übersicht in 

Manley und Tacke, 1996). Da das Aktive Zone-Protein Bruchpilot weder das eine noch das 

anderen Motiv hat, ist es eher unwahrscheinlich, dass Bruchpilot ein direktes Substrat der 

SRPK3 sein könnte. Um dies eindeutig zu testen wurden erste Phosphorylierungsassys mit 

Bruchpilot durchgeführt. Dabei konnte allerdings keine Phosphorylierung von Bruchpilot 

durch die SRPK3 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Bei der Durchführung dieses 

Versuchs traten aber einige technische Probleme auf, die nur mit einigem Aufwand zu lösen 

sein werden. Aus Zeitgründen und weil die Analyse der Bruchpilot-Aminosäuresequenz 
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keinerlei Hinweise bietet, bei Bruchpilot könnte es sich um ein Substrat für eine SR-

Proteinkinase handeln, wurde dieser Versuch letztlich nicht weiter verfolgt.  
 

3. 9. In vitro Phosphorylierung von Synapsin-Peptiden 

 

Wie in der Einleitung beschrieben wird im Drosophila Synapsin die genomisch codierte 

PKA-Erkennungssequenz in der Proteindomäne A (RRFS) durch Editing der meisten 

Synapsin-mRNAs zu RGFS verändert. Aufgrund der vorliegenden Sequenzinformationen war 

nun theoretisch davon auszugehen, dass die genomische Sequenz, die die PKA-

Konsensusstelle trägt von der PKA phosphoryliert wird, während die cDNA-Sequenz, bei der 

die PKA-Erkennungstelle verändert wurde nicht mehr von PKA phosphoryliert werden kann. 

Mein Ziel war es nun durch in vitro Phosphorylierungsassays zu überprüfen, in wie weit 

Peptide des genomisch codierten bzw. des editierten Synapsins von der PKA phosphoryliert 

werden. Diese Phosophorylierungsversuche zeigten, dass die genomisch codierte Sequenz ein 

hervorragendes Subtrat für die bovine PKA ist (besser als die Positivkontrolle Kemptide), 

während die cDNA-codierte Sequenz nicht signifikant phosphoryliert wird. Der Austausch 

der beiden Serine innerhalb des Peptids zu Alanin verhindert wie erwartet eine 

Phosphorylierung. Dieser Reaktionsansatz diente als Negativkontrolle (vgl. Abb. 3.42). 
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Abb. 3.42: Die genomische Synapsinsequenz ist ein hervorragendes Substrat für die PKA, die cDNA-

codierte Synapsinsequenz wird dagegen nicht signifikant phosphoryliert: In vitro Phosphorylierung N-

terminaler Undecapeptide des Drosophila Synapsins bei zwei verschiedenen Substratkonzentrationen. Das 

genomisch codierte Peptid ist ein hervorragendes Substrat für die bovine PKA (besser als die Positivkontrolle 

Kemptide), während das cDNA codierte Peptid nicht signifikant phosphoryliert wird. Die Negativkontrolle, bei 

der beide Serine innerhalb des Peptides zu Alanin mutiert wurden, wird ebenfalls nicht signifikant 

phosphoryliert. Die Substrate wurden in einer Konzentration von 0,5 bzw. 1 µg/µl eingesetzt. n gibt die Anzahl 

der unabhängigen Messungen wieder. Der Unterschied im Phosphateinbau zwischen genomisch codiertem und 

cDNA codiertem Peptid ist bei beiden Substratkonzentrationen hoch signifikant (p = 0,009). (Modifiziert aus 

Diegelmann, Nieratschker et al., 2006).  
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4. Diskussion 

 
4.1 Aufbau des SRPK3-Genlokus 

 
Laut ursprünglicher Annotation der Datenbank „Flybase“ (http://flybase.bio.indiana.edu), 

codiert das Gen CG11489 (SRPK3) für zwei Transkripte (Adams et al. 2000) von ca. 4,2 

(Srpk3-RC) bzw. 3,8 kb (Srpk3-RB) Länge. Diese Datenbank wurde im Jahr 2000 nach der 

Sequenzierung des kompletten Drosophila melanogaster-Genoms erstellt. Dabei wurden 

bioinformatische Algorithmen und Sequenzen damals bekannter cDNAs zugrunde gelegt, um 

die Struktur der Gene bestimmen und erste Aussagen über mögliche Funktionen der Proteine 

machen zu können. Kürzlich wurde die Annotation des Gens CG11489 geändert. Die 

Annotation des Srpk3-RC-Transkriptes wurde entfernt und stattdessen ein neues Transkript 

(Srpk3-RD), basierend auf der Sequenzinformation eines cDNA-Klons (GH01890; Rubin et 

al., 2000), eingefügt. Dieses hypothetische Transkript benutzt den Transkriptions- und 

Translationsstart des Srpk3-RC-Transkriptes, es enthält allerdings downstream des sechsten 

Exons eine große ungespleißte Region (vgl. Abb. 3.2).  

Diese in „Flybase“ (http://flybase.bio.indiana.edu) erhältlichen Genkarten sind allerdings 

nicht immer ganz korrekt und müssen daher durch experimentelle Arbeiten überprüft und 

gegebenenfalls verbessert werden. Um die Annotation der SRPK3 zu überprüfen, wurde 

mRNA aus wildtypischen Fliegen isoliert und diese durch reverse Transkription in cDNA 

umgeschrieben. Die SRPK3-cDNA wurde anschließend sequenziert, um so den tatsächlichen 

Aufbau der Srpk3-Transkripte zu überprüfen. Dabei konnte die Existenz der beiden 

ursprünglich annotierten Transkripte bestätigt werden. Außerdem wurde ein zusätzliches, 

alternativ gepleißtes Exon von 159 bp entdeckt, das ursprünglich als Teil eines Introns 

annotiert wurde (vgl. Anhang 10.2). Dieses alternativ gespleißte Exon konnte beiden 

ursprünglich annotierten Transkripten zugeordnet werden, so dass der Srpk3-Genlokus für 

mindestens vier Transkripte codiert (Srpk3-RB; Srpk3-RC; Srpk3-RE; Srpk3-RF). Abbildung 

4.1 gibt eine Übersicht über die experimentell bestätigten Srpk3-Transkripte: 
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Abb. 4.1: Übersicht über die Srpk3-Transkripte: Der Srpk3-Genlokus codiert für die zwei Transkriptgruppen 

RB/RE und RC/RF. Beide Gruppen verwenden unterschiedliche Transkriptions- und Translationsstartpunkte 

(blaue Balken), sind aber ab dem vierten Exon identisch. Das alternativ gespleißt Exon (pink) kann Teil beider 

Transkriptgruppen sein, so dass mindestens vier Transkripte gebildet werden.  

  
Die hier durch RT-PCR nachgewiesenen Srpk3-Transkripte können nach dieser 

Sequenzanalyse in die beiden Gruppen RB/RE und RC/RF eingeteilt werden. Beide Gruppen 

bestehen aus zwei Transkripten, je einer Version ohne das alternativ gespleißte Exon (RB; 

RC) und je einer Version mit dem alternativ gespleißten Exon (RE; RF). Diese beiden 

Transkriptgruppen verwenden unterschiedliche Transkriptions- und Translationsstartpunkte 

(Abb. 4.1) und unterscheiden sich jeweils in ihrem ersten codierenden Exon. Ab dem vierten 

Exon sind beide Gruppen identisch. Das neu annotierte Transkript Srpk3-RD konnte durch 

RT-PCR nicht nachgewiesen werden. Hierbei könnte es sich um ein seltenes (funktionelles) 

Transkript, oder um eine zufällig klonierte cDNA einer unvollständig gespleißten nicht-

funktionellen mRNA handeln. Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Analyse 

kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass mehr als diese vier nachgewiesenen 

Transkripte existieren. Durch RT-PCR mit einem oligo-dT-Primer werden mRNAs aller 

transkribierten Gene in cDNA umgeschrieben. Die Sequenzen von Interesse werden 

anschließend durch PCR-Reaktionen mit spezifischen Primern amplifiziert. Dabei ist es 

denkbar, dass sehr seltene mRNAs, eventuell auch das annotierte Transkript (Srpk3-RD) 

durch dieses Verfahren unentdeckt bleiben. Neben der Methode der RT-PCR, gäbe es auch 

die Möglichkeit, Transkripte durch das Northern Blot-Verfahren nachzuweisen. Allerdings 

beseht auch hier das Problem, dass sehr seltene Transkripte vermutlich nicht detektiert werden 

können, zum anderen ist es durch diese Methode auch nicht möglich, Transkripte, die sich in 

ihrer Größe kaum unterscheiden, voneinander zu trennen. Durch Northern Blots wäre es 

vermutlich nicht möglich gewesen, das alternativ gespleißte Exon von nur 159 bp zu 

detektieren. Somit codiert der Srpk3-Genlokus also für mindestens vier Transkripte, wobei die 

Existenz weiterer Transkripte nicht vollständig ausgeschlossen werden kann. 
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4.2 Die SRPK3 zeigt deutliche Homologien zu SR-Proteinkinasen 
 
Datenbankrecherchen ergaben, dass die SRPK3 große Homologien zu SR-Proteinkinasen 

aufweist (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Diese Kinasen sind von der Hefe bis zum Menschen 

konserviert (Takeuchi und Yanagida, 1993; Gui et al., 1994b; Wang et al., 1998; Kuroyanagi 

et al., 1998; Tang et al., 1998; Koizumi et al., 1999; Siebel et al., 1999; Tang et al., 2000; 

Lukasiewicz et al., 2007). Sie phosphorylieren SR reiche Spleißfaktoren und haben somit 

einen regulatorischen Einfluss auf den Spleißvorgang (Gui et al., 1994 a; Gui et al. 1994 b; 

Colwill et al., 1996; Kuroyanagi et al., 1998; Aubol et al., 2003; Tang et al., 2007). Aufgrund 

dieser Sequenzhomologien schien es wahrscheinlich, dass auch die SRPK3 tatsächlich eine 

SR-Proteinkinase sein könnte. In Drosophila melanogaster existieren noch drei weitere Gene, 

die für Proteine mit Homologien zu SR-Proteinkinasen codieren (CG8565(Srpk2), CG1658 

(Doa) und CG8174 (Srpk1)) (http://flybase.bio.indiana.edu). Allerdings sind auch über diese 

Proteine bisher noch keine funktionellen Details bekannt. In Säugern gibt es drei Srpk-Gene 

(Srpk 1-3), von denen SRPK1 undSRPK2 ein breites Expressionsspektrum zeigen, während 

SRPK3 im Herz, in Somiten und in der Skelettmuskulatur exprimiert wird und daher auch die 

Bezeichnung „Muskel-spezifische Proteinkinase“ erhielt (Nakagawa et al., 2005).  

 

4.3 Phänotypen der hypomorphen SRPK3-Mutante Srpk3P1 und Versuche 

zu deren Rettung 

 
Das Srpk3-Gen liegt in unmittelbarer Nähe des Gens für das Cystein-string-protein (Zinsmaier 

et al., 1994) auf dem linken Arm des dritten Chromosoms. Bei dem Versuch eine CSP-

Nullmutante zu erzeugen, entstand die Linie Srpk3P1 (Eberle, 1995). Bei dieser Linie wird das 

ORF der Srpk3-RC/RF-Transkriptgruppe durch die Insertion eines P{lacW}-Elements 

unterbrochen (vgl. Abb. 3.7), diese Linie ist also eine hypomorphe Mutante für das Srpk3-

Gen. Während eines Screens zur Identifikation möglicher Interaktionspartner des Aktiven 

Zone-Proteins Bruchpilot (Wagh et al., 2006), fiel auf, dass in den larvalen Segmental- und 

Intersegmentalnerven dieser Mutanten das Bruchpilotprotein nicht, wie im Wildtyp fein 

verteilt, sondern in Form von größeren Partikeln vorliegt (vgl. Abb. 3.8 und Nieratschker, 

2004). Ob es sich hierbei um Aggregate von Bruchpilot selbst handelt, oder ob subzelluläre 

Organellen (z.B. Transportvesikel) aggregieren, die wiederum Bruchpilot enthalten, ist unklar 

und muss durch Elektronenmikroskopie untersucht werden. Dies ist stets zu beachten, wenn 

die Partikel in der vorliegenden Arbeit der Einfachheit halber als Bruchpilot-Aggregate 



4. Diskussion  102 

bezeichnet werden. Phänotypische Analysen zeigten, dass diese Mutation auch 

Verhaltensdefizite in adulten Tieren auslöst. So sind adulte Tiere der Linie Srpk3P1 im 

Vergleich zu wildtypischen Fliegen deutlich schlechter in ihrer negativen Geotaxis, ihrem 

Laufverhalten auf ebener Fläche, sowie ihrer Flugfähigkeit (Bock, 2006; Bloch, 2007). 

Ähnliche Phänotypen werden auch durch die Herrunterregulation der Bruchpilot-Expression 

durch RNAi ausgelöst (Wagh, 2005; Wagh et al., 2006). Dies ist neben der Ausbildung von 

Bruchpilot-Aggregaten in larvalen Motoneuronaxonen, verursacht durch die Mutation der 

SRPK3, ein weiterer Hinweis auf eine mögliche Interaktion zwischen der SRPK3 und 

Bruchpilot. Auch die Lebensdauer der SRPK3-Mutanten ist signifikant kürzer, als die 

wildtypischer Fliegen (Bock, 2006; Bloch, 2007). Um nun beweisen zu können, dass die 

beobachteten Phänotypen einzig auf die Mutation der SRPK3 zurückzuführen sind und nicht 

auch z.B. durch Effekte des genetischen Hintergrunds bedingt werden, wurden so genannte 

„Rescue“-Experimente durchgeführt. Dazu wurde die gesamte Sequenz des RF-Transkriptes 

unter UAS-Kontrolle gestellt und durch Elav-Gal4 (Campos et al., 1985; Campos et al., 1987) 

panneuronal im genetischen Hintergrund der Srpk3P1-Linie exprimiert. Diese ektopisch 

exprimierte SRPK3-Isoform war in der Lage, die verschiedenen Phänotypen der 

hypomorphen Linie Srpk3P1 vollständig oder zumindest teilweise zu retten. So konnten das 

negativ geotaktische Verhalten, das Laufverhalten auf ebener Fläche, sowie die Flugfähigkeit 

der Fliegen vollständig (Bock, 2006; Bloch 2007), die Lebenserwartung (Bock, 2006) und der 

Aggregate-Phänotyp teilweise gerettet werden. Für die Tatsache, dass nicht alle in der 

hypomorphen Mutante Srpk3P1 beobachteten Phänotypen durch die Expression des RF-

Transkriptes vollständig gerettet werden konnten, gibt es mehrere mögliche Erklärungen. 

Durch die ektopische Expression, getrieben mit Elav-Gal4 wird die SRPK3 in den 

Entwicklungsstadien und in den Zellclustern exprimiert, in denen auch das ELAV-Protein 

exprimiert wird (Campos et al., 1985; Campos et al., 1987; Robinow und White, 1988). 

Dieses Expressionsmuster entspricht mit großer Wahrscheinlichkeit nicht dem wildtypischen 

Expressionsmuster der SRPK3. So ist es z.B. denkbar, dass das Srpk3-Transkript durch die 

ektopische Expression nicht in allen, für die Funktion des SRPK3-Proteins nötigen 

Zellclustern zum richtigen Zeitpunkt der Entwicklung exprimiert wird. Auch die Stärke der 

SRPK3-Expression weicht in dieser „Rescue“-Linie vermutlich von der des Wildtyps ab. Da 

die in situ-Hybridisierungsdaten für die Srpk3 (Nieratschker, 2004) und auch erste Färbungen 

mit einem Antiserum gegen die SRPK3 (vgl. Kapitel 3.4) auf eine schwache Expression des 

Proteins hindeuten, wird das Transkript in diesem Fall vermutlich stärker exprimiert, als im 

Wildtyp zu erwarten. Diese Überexpression des Proteins könnte zu pathologischen Defekten 
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führen, so dass der „Rescue“ eventuell nicht vollständig ist. In der Linie Srpk3P1 sind zwei der 

mindestens vier Transkripte mutiert. Die „Rescue“-Linie Elav-Gal4;UAS-Srpk-

RF103;Srpk3P1 führt nur zur Expression eines der beiden Transkripte (RF) im genetischen 

Hintergrund er hypomorphen Mutation. Demzufolge ist diese Linie weiterhin eine Mutante 

für das Transkript RC. Auch dies kommt als mögliche Erklärung für die nicht vollständige 

Rettung einiger der Phänotypen in Frage. Trotzdem wurde bei allen untersuchten Phänotypen 

durch die Expression des „Rescue“-Konstruktes eine deutliche Verschiebung der 

hypomorphen Phänotypen hin zum Wildtyp erreicht, so dass man relativ sicher sagen kann, 

die in der hypomorphen Mutante Srpk3P1 beobachteten Phänotypen werden durch die 

Mutation der SRPK3 ausgelöst.  

 

4.4 Herstellung von Antiseren gegen die SRPK3 

 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, Antiseren gegen die SRPK3 herzustellen, um zum einen die 

Ergebnisse der in situ Hybridisierung (Nieratschker, 2004) zu bestätigen und zum anderen um 

weiterführende Analysen der SRPK3 auf Proteinebene durchführen zu können. Dazu wurden 

zunächst zwei verschiedene Peptidantikörper gegen die RC/RF-Gruppe in Zusammenarbeit 

mit Dr. Palm; Lehrstuhl für Physiologische Chemie I, generiert. Die zur Immunisierung 

genutzten Peptidsequenzen lagen beide im Bereich des ersten Exons der RC/RF-Gruppe (vgl. 

Abb. 4.1). Da dieses Exon nur in den RC/TF-Transkripten vorliegt, nicht aber in den RB/RE-

Transkripten, sollten diese Peptidantikörper spezifisch sein für die RC/RF-Isoformen. 

Allerdings konnte in keiner Anwendung (Western Blot, adulte Kryoschnitte und larvale Nerv-

Muskel-Präparate) eine spezifische Färbung detektiert werden. Darauf hin wurden Antiseren 

gegen rekombinante SRPK3-Proteine hergestellt. Hier wurden Antiseren gegen beide 

Isoformen generiert. Da diese Antiseren spezifische für die RB/RE-, bzw. RC/RF-

Transkriptgruppe sein sollten, wurden die für die Transkriptgruppen spezifischen Sequenzen, 

also jeweils die Sequenz des ersten kodierenden Exons (vgl. Abb. 4.1) in den 

Expressionsvektor pET28a (Novagen) kloniert. Diese Sequenzen weisen keinerlei 

Homologien zu anderen bekannte Proteinen auf (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dies ist von 

entscheidender Bedeutung für die Wahl von Antigenen, um eine spätere Kreuzreaktion der 

Antiseren mit anderen Proteinen unwahrscheinlicher zu machen. Der pET28a-Vektor codiert 

N-terminal für ein His-Tag, über das die Fusionsproteine anschließend aufgereinigt werden 

konnten. Die Proteinsynthese wurde durch IPTG induziert und die Fusionsproteine schließlich 

über die Bindung des His-Tags an Nickel-Agarose (Ni-NTA-Agarose; QIAGEN®) 
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aufgereinigt. Beide Fusionsproteine konnten in einer ausreichenden Menge und ausreichender 

Reinheit gewonnen werden, um jeweils zwei Meerschweinchen damit zu injizieren. Die 

Injektion der Antigene und die anschließende Serumgewinnung wurden von Prof. Dr. Krohne; 

Abteilung für Elektronenmikroskopie, durchgeführt. Auch hier konnte bei keinem der vier 

Antiseren eine spezifische Färbung an wildtypischen Präparaten detektiert werden. Alle Seren 

produzieren eine starke Hintergrundfärbung und scheinen sowohl im Wildtyp, als auch in der 

Mutante neuronale Proteine zu erkennen. Damit wäre zu erklären, dass sowohl auf adulten 

Gehirnschnitten, als auch in larvalen Nerv-Muskel-Präparaten und auf Western Blots, 

durchgeführt mit adulten Kopfhomogenaten, keine Unterschiede zwischen Mutante und 

Wildtyp zu detektieren sind (vgl. auch Bloch, 2007). Auch Veränderungen der 

Standardprotokolle brachten keine Verbesserung der Ergebnisse. Um die Spezifität der α-

SRPK3-RC/RF-Seren zu erhöhen, wurden die α-SRPK3-RC/RF-Seren an dem verwendeten 

Antigen affinitätsgereinigt. Diese Maßnahme wurde nur mit den α-SRPK3-RC/RF-Seren 

durchgeführt, da zu diesem Zeitpunkt noch keine SRPK3-Nullmutante zur Verfügung stand 

und deshalb die Versuche auf die α-SRPK3-RC/RF-Seren konzentriert wurden. Durch diese 

Affinitätsreinigung sollten die spezifischen α-SRPK3-RC/RF-Antikörper konzentriert werden 

und das Antiserum damit spezifischer werden. Allerdings war auch nach der 

Affinitätsreinigung kein Unterschied zwischen der hypomorphen Mutante und dem Wildtyp 

auf Western Blots und Kryoschnitten adulter Köpfe zu beobachten (Bloch, 2007). Auf 

larvalen Nerv-Muskel-Präparaten scheint das affinitätsgereinigte Antiserum ein Protein der 

synaptischen Endigung zu erkennen, allerdings ist auch hier in der Mutante die gleiche 

Färbung zu sehen (vgl. Abb. 3.13). Da die RC-/RF-Isoformgruppe in der hypomorphen 

Mutante Srpk3P1 nicht transkribiert werden (Bloch, 2007), kann es sich nicht um eine 

Reaktion des Antiserums mit der SRPK3 handeln. Das Serum scheint demnach weiterhin 

nicht spezifisch für die RC/RF-Isoformegruppe der SRPK3 zu sein, sondern mit einem 

anderen synaptischen Protein kreuzzureagieren. Die als Antigene eingesetzte Fusionsproteine 

weisen keine Homologien zu anderen bekannten Proteine auf (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 

daher kann nur spekuliert werden, welches neuronale Protein von den Antiseren erkannt 

werden könnte. In wildtypischen Fliegen war also mit keinem der sechs Antiseren eine 

spezifische Färbung zu detektieren. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass die 

gewählten Peptide bzw. Proteinsequenzen keine starke Immunantwort auslösen, allerdings 

war eines der Kriterien, nach denen die Peptidsequenzen gewählt wurden, eine starke 

Antigenizität. Bei den rekombinanten Proteinen konnte dieses Kriterium nicht untersucht 

werden, da nur die gewählte Sequenz spezifisch für die jeweilige Isoformgruppe war, 
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allerdings stellt ein rekombinantes Protein mehrere Epitope zu Verfügung, so dass hier 

eigentlich eine ausreichend starke Immunantwort zu erwarten war. Eventuell wird die SRPK3 

in wildtypischen Fliegen nur in geringem Maße exprimiert. Dies könnte eine weitere 

Erklärung sein, warum sich mit den Antiseren keine spezifische Färbung in wildtypischen 

Fliegen nachweisen lässt. Für diese Erklärung spricht zum einen, dass es sich bei der SRPK3 

nicht um ein Strukturprotein, sondern um ein Enzym handelt. Somit dürfte die Menge an 

benötigtem Protein relativ gering sein, eventuell so gering, dass die SRPK3 nicht zu 

detektieren ist. Weitere Hinweise auf eine geringe Expression der SRPK3 lieferten die in situ-

Hybridiserungsexperimente. Auch hier war jeweils nur eine schwache Färbung zu erkennen, 

obwohl die Qualität der eingesetzten Sonden relativ gut war (Nieratschker, 2004). Außerdem 

sind zumindest die Antiseren, die gegen die beiden rekombinanten Proteine gerichtet sind in 

der Lage überexprimiertes SRPK3-Protein auf Western Blots zu erkennen (Bloch, 2007; vgl. 

auch 3.14). Auch lässt sich die SRPK3 durch Immunopräzipitation zumindest mit dem α-

SRPK3-RC-Serum anreichern und anschließend auf dem Western Blot nachweisen (Bloch, 

2007). Auch dies spricht dafür, dass die Seren das Protein im Western Blot prinzipiell 

erkennen, die Menge in wildtypischen Fliegen aber zu gering ist, um detektiert zu werden.  

 

4.5 Klonierung von GFP-getaggten Versionen der SRPK3 und deren 

Expression in Drosophila melanogaster 

 
Da die Herstellung von Antiseren gegen die SRPK3 nicht den gewünschten Erfolg brachte, 

sollte im Rahmen dieser Arbeit ein anderer Ansatz genutzt werden, um die Expression der 

SRPK3 auf Proteinebene untersuchen zu können. Dabei sollten Fusionsproteine aus SRPK3 

und dem Markerprotein GFP hergestellt werden. Diese Fusionsproteine können dann über 

eine Antikörperreaktion des GFP-Anteils im Gewebe und auch auf Western Blots detektiert 

werden. Im Gegensatz zu anderen Markerproteinen, gegen die auch kommerziell erhältliche 

Antikörper zur Verfügung stehen, bietet das GFP-Protein zusätzlich den Vorteil, dass es auch 

im lebenden Tier lokalisiert werden kann (Chalfie et al., 1994; Yeh et al., 1995). Zur 

Realisierung dieses Ansatzes wurden zunächst die Srpk3-eGFP-Fusionskonstrukte Srpk3-RC-

eGFP, eGFP-Srpk3-RF sowie Srpk3-RB-eGFP unter UAS-Kontrolle kloniert (vgl. Kapitel 

2.6.12). Die SRPK3-eGFP-Fusionsproteine wurden später durch den panneuronalen Treiber 

Elav-Gal4 (z. B. Campos et al., 1985; Campos et al., 1987; Robinow und White, 1988) im 

Nervensystem der Fliegen exprimiert. Anschließend konnten die SRPK3-eGFP-

Fusionsproteine mit einem Antikörper gegen das GFP-Protein im larvalen Gewebe detektiert 
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werden. Dabei stellte sich heraus, dass alle drei ektopisch exprimierten Fusionsprotein im 

Cytoplasma der neuronalen Zellkörper vorliegen (vgl. Abb. 3.17). Auch für die SR-

Proteinkinasen, zu denen die SRPK3 große Homologien aufweist (vgl. Abb. 3.6), konnte 

gezeigt werden, dass diese Kinasen hauptsächlich im Cytoplasma lokalisiert sind, nur ein 

kleiner Teil ist im Nukleus zu finden (Wang et al., 1998; Papoutsopoulou et al., 1999; 

Koizumi et al., 1999; Ding et al., 2006). Da allerdings die Antiseren gegen die SRPK3 nicht 

spezifisch genug sind, konnte diese Beobachtung nicht für die endogene SRPK3 bestätigt 

werden. Die ektopische Expression von Proteinen mit Hilfe des UAS-Gal4-Systems spiegelt 

nicht die natürliche Situation wieder, weshalb von diesen Ergebnissen ausgehend nicht 

zwangsläufig auf die endogene Situation geschlossen werden kann. Dieser Punkt wurde in 4.3 

schon ausgiebig diskutiert. Weiterhin werden die Fusionsproteine durch das Axon zur Nerv-

Muskel-Synapse transportiert. Die Verteilung im Axon ist bei allen drei Fusionsproteinen 

gleichmäßig (vgl. Abb. 3.15). An der Synapse selbst scheinen die beiden Fusionsproteine 

Srpk3-RB-eGFP und eGFP-Srpk3-RF relativ gleichmäßig verteilt zu sein. Diese beiden 

Fusionsproteine scheinen im Großen und Ganzen das Expressionsmuster des Elav-Gal4-

Treibers zu reflektieren. Im Gegensatz dazu zeigt das Fusionsprotein Srpk3-RC-eGFP eine 

„punktförmige“ Verteilung an der Synapse. Kolokalisationsstudien mit dem Aktive Zone-

Protein Bruchpilot zeigten, dass die Expressionsmuster beider Proteine überlappen. Die RC-

Isoform der SRPK3 und Bruchpilot scheinen also an der Aktiven Zone der Synapse zu 

kolokalisieren, ein direkte Interaktion beider Proteine an der Aktiven Zone der Synapse wäre 

demnach denkbar. Es scheint allerdings recht unwahrscheinlich, dass das Fusionsprotein ohne 

das alternativ gespleißte Exon mit Bruchpilot kolokalisert, das Fusionsprotein mit dem 

alternativ gespleißten Exon dagegen nicht. Dieses Ergebnis sollte auf alle Fälle durch erneute 

Kolokalisationsstudien überprüft werden. Auch die Verteilung des Srpk3-RB-eGFP-

Fusionsprotein sollte erneut geprüft werden. Allerdings bleibt bei allen Ergebnissen, die sich 

auf die Expression der BRPK-eGFP-Fusionsproteine beziehen zu bedenken, dass die 

ektopische Expression, durch die Verwendung des Gal4-UAS-Systems nicht zwangsläufig der 

endogenen Verteilung des Proteins entspricht. Um diese Ergebnisse für die Verteilung der 

endogenen SRPK3 zu bestätigen, müssten Antikörper gegen die SRPK3 hergestellt werden, 

die diese in wildtypischen Fliegen spezifisch erkennen. Das Expressionsmuster der SRPK3, 

insbesondere die Kolokalisation mit Bruchpilot an der Aktiven Zone der Synapse müsste dann 

in wildtypischen Fliegen bestätigt werden. Würde sich diese Kolokalisation der SRPK3 mit 

Bruchpilot an der Aktiven Zone der Synapse bestätigen, so wäre dies ein weiterer starker 

Hinweis auf eine Interaktion der beiden Proteine.  
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4.6 Jump-out-Mutagenese zur Herstellung einer SRPK3-Nullmutante 

 
Zu Beginn der Arbeiten an der SRPK3 existierte nur die hypomorphe Mutante Srpk3P1 

(Eberle, 1995). Diese Linie trägt eine P-Elementinsertion innerhalb der codierenden Region 

der Srpk3-RC/RF-Transkriptgruppe (vgl. Abb. 3.18), durch welche die Transkription dieser 

Gruppe unterbrochen wird (Bloch, 2007). Die Transkription der RB/RE-Gruppe kann in 

diesen Fliegen weiterhin stattfinden (Bloch, 2007). Wie in Punkt 4.3 bereits diskutiert, führt 

schon diese hypomorphe Mutation der SRPK3 zu phänotypischen Effekten. Um nun 

entscheiden zu können, ob ein kompletter knock-out aller SRPK3-Isoformen diese Effekte 

verstärkt, wurde durch Jump-out-Mutagenese eine SRPK3-Nullmutante generiert. Als 

Ausgangslinie für diesen Jump-out diente die P-Elementlinie Srpk3P1. Ziel der Mutagenese 

war es, Linien zu generieren, bei denen durch das Herausspringen des P-Elementes eine 

Deletion erzeugt wird, die den Transkriptionsstart der RB/RE-Isoformen einschließt, 

angrenzende Gene aber nicht betrifft. Im Verlauf dieser Jump-out-Mutagenese konnten ca. 

600 Linien etabliert werden, bei denen entweder das w+-Markergen des P{lacW}-Elements 

mutiert war, oder das P-Element den ursprünglichen Insertionsort verlassen und sich nicht in 

eine transkriptionsaktive Region reinseriert hat. Die genomische Situation dieser Linien 

wurde durch PCR-Experimente analysiert. Dabei konnte nur eine Linie gefunden werden, bei 

der der Transkriptionsstartpunkt der Srpk3-RB/RE-Isoformen deletiert wurde. Die 

Bruchpunkte der Deletion wurden durch Sequenzierung bestimmt. Wie gewünscht ist in 

dieser Linie, Srpk3VN100, der Transkriptionsstartpunkt der Srpk3-RB/RE-Isoformen deletiert, 

die Deletion beschränkt sich aber auf den Genlokus der Srpk3, angrenzende Gene sind nicht 

betroffen. Neben dieser Linie wurden noch Revertanten isoliert, Linien, bei denen das P-

Element den Genlokus der Srpk3 durch einen präzisen Jump-out verlassen hat. Diese Linien 

sollten ein wildtypisches Genom haben und dienten bei der Charakterisierung der Phänotypen 

der Linie Srpk3VN100 als Kontrollen. Da die Antikörper gegen die SRPK3, wie in Kapitel 4.4 

diskutiert, die SRPK3 in wildtypischen Fliegen nicht erkennen, konnte die Abwesenheit der 

SRPK3-Isoformen in der Linie Srpk3VN100 nicht durch Western Blot-Experimente bestätigt 

werden (vgl. auch Bloch, 2007). Um dennoch nachweisen zu können, dass es sich bei dieser 

Linie um eine SRPK3-Nullmutante handelt, wurde die Expression der Srpk3-Transkripte von 

A. Bloch durch RT-PCR-Experimente überprüft. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass 

die Linie Srpk3VN100 kein funktionelles Srpk3-Transkript bildet (Bloch, 2007) und es sich 

somit bei dieser Linie tatsächlich um eine SRPK3-Nullmutante handelt.  
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4.7 Phänotypen der SRPK3-Nullmutante und Versuche zu deren Rettung 
 

Nach Herstellung einer SRPK3-Nullmutante sollte nun untersucht werden, ob der komplette 

knock-out aller SRPK3-Isoformen zu dramatischeren Phänotypen führt, als der partielle 

knock-out nur der RC/RF-Isoformgruppe. Zunächst wurde hier der Aggregate-Phänotyp 

betrachtet. Die Bildung von Bruchpilot-Aggregaten ist in der SRPK3-Nullmutante im 

Vergleich zur hypomorphen SRPK3-Mutante nicht verstärkt. Dies deutet darauf hin, dass 

alleine das Fehlen der RC/RF-Isoformgruppe in der Lage ist die vollständige Ausprägung 

dieses Phänotyps auszulösen. Diese Annahme wird auch durch die Ergebnisse der 

Rettungsversuche bestätigt. So ist es sowohl im genetischen Hintergrund der hypomorphen 

SRPK3-Mutation (vgl. Abb. 3.9), als auch im genetischen Hintergrund der SRPK3-

Nullmutante (vgl. Abb. 3.30) möglich, den Phänotyp der Bruchpilot-Aggregate zu retten. 

Zwar ist diese Rettung nicht vollständig, dies ist aber auch durch die unphysiologische 

Expression der SRPK3 über das Gal4-UAS-System zu erklären (vgl. auch Kapitel 4.3). 

Außerdem wird in beiden Fällen die wildtypische genetische Situation nicht vollständig 

wiederhergestellt. Bei der Rettung der hypomorphen Mutante durch die Expression der 

SRPK3-RF-Isoform fehlt den Tieren des „Rescue-Phänotyps“ weiterhin die SRPK3-RC-

Isoform, um die wildtypische Situation wiederherzustellen. Den Tieren des „Rescue-

Phänotyps“ im genetischen Hintergrund der SRPK3-Nullmutante fehlen sogar die restlichen 

drei SRPK3-Transkripte. Dies könnte eine weitere Erklärung für die unvollständige Rettung 

des Phänotyps sein. Um sicher behaupten zu können, dass der Aggregate-Phänotyp 

hauptsächlich durch das Fehlen der RC-Isoformgruppe ausgelöst wird, müsste man 

Rettungsversuche mit einer RB-cDNA im genetischen Hintergrund der SRPK3-Nullmutation 

durchführen. Die Expression dieser cDNA dürfte dann keinen Einfluss auf die Bruchpilot-

Aggregate haben.  

Auch die unter Kapitel 3.3 beschriebenen Verhaltensversuche wurden mit der SRPK3-

Nullmutante wiederholt. Als Kontrolle wurden neben den Wildtypen auch Revertanten, also 

Tiere mit einem präzisen Jump-out des P-Elements eingesetzt. Diese Tiere haben im Zuge der 

Jump-out-Mutagenese die gleichen Kreuzungsschritte durchlaufen, wie die Nullmutante, 

daher sollte der genetische Hintergrund beider Linien im Wesentlichen gleich sein. Der 

einzige Unterschied zwischen Nullmutante und Revertante sollte die Mutation der SRPK3 

sein, demnach sollten phänotypische Unterschiede zwischen den beiden Linien einzig auf die 

Mutation der SRPK3 zurückzuführen sein. Bei diesen phänotypischen Analysen, durchgeführt 

von A. Bloch im Laufe ihrer Diplomarbeit, zeigte sich, dass die SRPK3-Nullmutante, wie 
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auch die hypomorphe Linie Srpk3P1 eine signifikant reduzierte Lebenserwartung aufweist im 

Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen. Allerdings ist dieser Effekt bei der hypomorphen Linie 

sehr viel stärker ausgeprägt, als bei der SRPK3-Nullmutante (vgl. Abb. 3.26). Dies trifft auch 

für die untersuchten Parameter Laufverhalten auf ebener Fläche und das Flugverhalten zu. In 

all diesen Verhaltensweisen zeigt die Linie Srpk3P1 stärker ausgeprägte Effekte, als die 

Nullmutante. Bei der negativen Geotaxis zeigt die Nullmutante sogar keinen signifikanten 

Unterschied zu den Kontrollen, während die Hypomorphe auch hier signifikante 

Einschränkungen hat. Dieser Effekt scheint aber nicht alleine durch den genetischen 

Hintergrund der Srpk3P1 zu erklären zu sein (Bloch, 2007). Gegen einen ausschließlichen 

Effekt des genetischen Hintergrundes spricht auch, dass das Laufverhalten auf ebener Fläche, 

die negative Geotaxis sowie die Flugfähigkeit durch die Expression der Srpk3-RF-Isoform 

vollständig gerettet werden können (Bock, 2006; Bloch 2007). Denkbar wäre auch, dass die 

RB/RE-Isoformen eine dominant-negative Isoform darstellen. Werden sie ohne die RC/RF-

Isoformen exprimiert, wie es in der Srpk3P1-Linie der Fall ist, so ist der phänotypische Effekt 

dramatischer, als bei einer vollständigen Mutation der SRPK3. Diese Hypothese müsste 

allerdings durch weitere Experimente untersucht werden. Eine weitere mögliche Erklärung 

wäre, dass ein genau geregeltes Gleichgewicht der beiden Isoformgruppen notwendig ist zur 

Aufrechterhaltung der SRPK3-Funktionen. Wird dieses Gleichgewicht zu Gunsten einer 

Isoformgruppe verschoben, wie in der Linie Srpk3P1 der Fall, so hat dies eventuell 

dramatischere Effekte, als eine loss-of-function-Mutation der SRPK3. Da aus Zeitgründen die 

Versuche zur Rettung der SRPK3-Nullmutation auf den Aggregate-Phänotyp beschränkt 

blieben, sollten diese Versuche auch für die Verhaltensphänotypen durchgeführt werden. Dies 

würde eventuell zu neuen Erkenntnissen zur Funktion und dem Einfluss der einzelnen 

Transkriptgruppen führen. Auch könnte eventuell ein genomischer Rescue im genetischen 

Hintergrund der SRPK3-Nullmutation durchgeführt werden. Dadurch könnten zum einen 

artifizielle Effekte, durch die unphysiologische Expression der cDNA über das Gal4-UAS-

System bedingt, verhindert werden. Zum anderen könnten so auch alle Isoformen im 

genetischen Hintergrund der SRPK3-Nullmutante wiederhergestellt werden. Dies über das 

Gal4-UAS-System zu erreichen ist aufgrund der notwendigen Kreuzungsschritte nahezu 

unmöglich. Durch einen genetischen Rescue wäre dies möglich. Die in den beiden 

untersuchten SRPK3-Mutanten beobachteten Verhaltensphänotypen lieferten, wie bereits im 

Kapitel 4.3 erwähnt, weitere Hinweise auf eine mögliche Interaktion der SRPK3 und 

Bruchpilot, da eine Reduktion der Bruchpilot-Expression durch RNAi zu ähnlichen 

Verhaltensphänotypen führt, wie die Mutation der SRPK3 (Wagh et al., 2006). Allerdings 
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sind die Defekte in der Bruchpilot-RNAi-Linie sehr viel stärker ausgeprägt, als in den 

SRPK3-Mutanten.  

 

4.8 Untersuchungen zu den Mechanismen des Einflusses der SRPK3-

Mutation auf das Aktive Zone Protein Bruchpilot 

 
Nachdem im ersten Teil dieser Arbeit die grundlegenden Werkzeuge für die Arbeit an der 

SRPK3 hergestellt werden sollten, wie z.B. Antiseren, verschiedene cDNA-Konstrukte und 

die Nullmutante, sollte im zweiten Teil der Arbeit die Frage geklärt werden, durch welche 

Mechanismen die Mutation der SRPK3 zur Aggregatbildung des Aktiven Zone Proteins-

Bruchpilot in larvalen Motoneuronaxonen führt. Dabei viel als erstes auf, dass die ektopische 

Überexpression des Bruchpilot-Proteins im Nervensystem ebenfalls zu Aggregaten des 

Proteins in larvalen Motoneuronaxonen führt. Diese Bruchpilot-Aggregate scheinen sich 

lichtmikroskopisch nicht von denen der SRPK3-Mutanten zu unterscheiden. Im Gegensatz zu 

einer Mutation der SRPK3, bei der das Bruchpilot-Protein im larvalen und adulten Gehirn in 

einer wildtypischen Verteilung vorliegt, führt die Überexpression von Bruchpilot allerdings 

auch zu Aggregaten im Gehirn. Der Phänotyp der Bruchpilot-Überexpression unterscheidet 

sich im genetischen Hintergrund der hypomorphen SRPK3-Mutation Srpk3P1 nicht von der 

Überexpression im wildtypischen Hintergrund. Da die Überexpression von Bruchpilot auch 

im Wildtyp dessen Aggregatbildung auslöst, sollte untersucht werden, ob die 

Aggregatbildung in den SRPK3-Mutanten ebenfalls auf eine Überexpression des Proteins 

zurückzuführen sein könnte. Um dies feststellen zu können, wurden zunächst einmal Western 

Blot-Analysen mit Homogenaten adulter Köpfe durchgeführt. Diese Analysen zeigten jedoch, 

dass keine gravierende Überexpression des Bruchpilot-Proteins in den Köpfen adulter 

SRPK3-Mutanten vorliegt. Da die Bruchpilot-Aggregate in den SRPK3-Mutanten aber in 

larvalen Motoneuronaxonen auftreten, sollten die Proteinlevels auch in Larven analysiert 

werden. Alle Ansätze das Bruchpilot-Protein aus larvalem Gewebe im Western Blot 

darzustellen, schlugen fehl. Daher wurden von Nicole Bock im Zuge ihrer Diplomarbeit 

semiquantitative RT-Experimente an larvaler cDNA durchgeführt, um die Transkriptlevels 

von Bruchpilot aus wildtypischen Larven mit denen aus SRPK3-Mutanten vergleichen zu 

können. Auch diese Analyse ließ keine Schlüsse auf eine Überexpression von Bruchpilot in 

SRPK3-Mutanten zu (Bock, 2006). Um die Proteinlevels doch noch einmal genauer 

quantifizieren und diese eventuell auch in larvalem Gewebe messen zu können, sollten 

ELISA-Experimente durchgeführt werden. Diese schlugen allerdings ebenfalls fehl, da das 
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Bruchpilot-Protein, ein membranständiges Protein, nur durch harsche Extraktionsmethoden 

aus dem Gewebe gewonnen werden konnte (vgl. auch Wagh, 2005 und Schmidt, 2006), unter 

diesen Bedingungen allerdings keine Bindung des Antikörpers an die ELISA-Platte mehr 

stattfand. Somit konnten die Proteinlevels nicht genauer quantifiziert werden. Allerdings 

deutet keines der Ergebnisse auf eine gravierende Überexpression von Bruchpilot in den 

SRPK3-Mutanten hin, so dass dies als Ursache der Aggregate in SRPK3-Mutanten wohl 

ausgeschlossen werden kann. Eventuell würde ein gravierender Überschuss an Bruchpilot-

Protein an der neuromuskulären Synapse zu Störungen der synaptischen Übertragung führen. 

Die Aggregatbildung des Proteins in den larvalen Motoneruonaxonen, sowie den larvalen und 

adulten Gehirnen könnte ein Mechanismus sein, die Akkumulation überschüssigen 

Bruchpilot-Proteins an der Synapse zu verhindern und somit dieser Störung 

entgegenzuwirken. Um die Akkumulation von überschüssigem Bruchpilot-Protein zu 

verhindern, könnten diese Protein-Aggregate zunächst in den Axonen, bei stärkerer 

Überexpression auch im Gehirn gebildet werden. Demnach wäre es weiterhin denkbar, dass 

auch die SRPK3-Mutanten eine Überexpression von Bruchpilot im Vergleich zum Wildtyp 

aufweisen, diese aber nur so geringfügig ist, dass sie mit den hier angewandten Methoden 

nicht nachgewiesen werden konnte. So wird z.B. vermutet, dass durch die hier durchgeführte, 

semiquantitative RT-PCR-Methode nur Transkriptionsunterschiede von ca. 30-50% 

nachgewiesen werden können (Mirjam Franz, persönliche Mitteilung). Geringe Unterschiede 

im Proteinlevel wären somit nicht detektierbar gewesen. Um diese Hypothese zu 

untermauern, müssten die Levels des Bruchpilot-Proteins erneut, mit sensibleren 

Nachweismethoden, untersucht und die Levels in den SRPK3-Mutanten mit denen des 

Wildtyps und der Bruchpilot-Überexpressionslinie verglichen werden. Eventuell ist die 

Ausbildung von Aggregaten bei Überexpression von Bruchpilot auch ein Schutz vor einer 

toxischen Wirkung des Proteins. Diese Möglichkeit wird auch für die Bildung von 

Huntingtin-Aggregaten bei Chorea Huntington diskutiert (Saudou et al., 1998; Muchowski et 

al., 2002). Auch die Überexpression von Bruchpilot in der Flügelscheibe, oder in trachealen 

Zellen löst die Bildung von cytoplasmatischen Aggregaten aus (Wagh et al., 2006). Diese 

Beobachtung könnte die Hypothese stützen, dass es sich bei der Aggregatbildung um einen 

Schutz vor einer toxischen Wirkung des Bruchpilot-Proteins bei Überexpression handelt.  

Die Möglichkeit, die Aggregatbildung des Bruchpilot-Proteins in den larvalen 

Motoneuronaxonen könnte auf einen generellen Defekt  des schnellen anterograden axonalen 

Transportes in den SRPK3-Mutanten zurückzuführen sein, konnte schon durch Versuche 

während meiner Diplomarbeit ausgeschlossen werden. So würde man bei einer generellen 
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Störung des anterograden axonalen Transportes die Aggregation weiterer synaptischer 

Proteine in den larvalen Motoneuronaxonen erwarten. Um dies zu untersuchen, waren 

immunhistologische Färbungen der beiden synaptischen Proteine CSP (u. a. Mastrogiacomo 

et al., 1994; Umbach et al., 1994; Zinsmaier et al., 1994) und Synaptotagmin (Perin et al., 

1991; Littleton et al., 1993) durchgeführt worden. Diese beiden, mit den synaptischen 

Vesikeln assoziierten Proteine, dienen allgemein als Marker, um Defekte des axonalen 

Transportes nachzuweisen (Hurd und Saxton, 1996; Gindhart et al., 1998). In der SRPK3-

Mutante liegen diese beiden Markerproteine allerdings in einer wildtypischen Verteilung im 

Axon vor, sie bilden keine Aggregate (Nieratschker, 2004). Dieses Ergebnis lässt darauf 

schließen, dass die Mutation der SRPK3 zu keiner generellen Beeinträchtigung des 

anterograden axonalen Transportes führt, sondern einen spezifischen Einfluss auf das Aktive 

Zone-Protein Bruchpilot hat. Auch konnte bei Larven der SRPK3-Mutanten das Phänomen 

des „tail-flipping“-Phänotyps nicht beobachtet werden. Dieser Effekt tritt bei Mutanten mit 

Störungen des anterograden axonalen Transportes auf (Hurd und Saxton, 1996; Gindhart et 

al., 1998; Martin et al., 1999; Bowman et al., 2000). Ausgelöst wird dieser Effekt durch die 

Paralyse der ventral-posterioren Segmente, als Folge der Störung des axonalen Transportes. 

Diese Transportstörung beeinträchtigt vermutlich zunächst den posterioren Teil der Larven, 

da die Axone, die die posterioren Muskeln innervieren, relativ lang sind und somit eine 

Störung des axonalen Transportes dort schnell zu einem dramatischen Effekt führt. Diese 

Paralyse wiederum resultiert in einem Ungleichgewicht der Kontraktion der Hautmuskeln, so 

dass die Larven beim Kriechen ihren Hinterleib rhythmisch in die Höhe strecken. Der „tail-

flipping“-Phänotyp konnte in SRPK3-Mutanten nicht beobachtet werden. Dies spricht 

ebenfalls gegen eine generelle Beeinträchtigung des axonalen Transportes durch die Mutation 

der SRPK3 und weist stattdessen auf einen spezifischen Einfluss der SRPK3 auf Bruchpilot 

hin. Allerdings konnte in Vertebraten gezeigt werden, dass Proteine, die die Cytomatrix der 

Aktiven Zone aufbauen, wie z. B. Piccolo, Basson, RIM, Munc-13-1 und N-Cadherin, in einer 

anderen Klasse von Transportvesikeln zur Synapse transportiert werden, als Proteine, die mit 

synaptischen Vesikeln assoziiert sind, wie z.B. Synaptotagmin (Zhai et al., 2001; Shapira et 

al., 2003; Ahmari et al., 2006). Daher wäre weiterhin denkbar, dass die SRPK3-Mutation den 

axonalen Transport dieser Vesikelklasse stört, während der generelle axonale Transport 

unbeeinträchtigt bleibt. Um dies feststellen zu können, müssten immunhistologische Studien 

mit Antikörpern gegen Proteine, die nachweislich in dieser Vesikelklasse transportiert 

werden, durchgeführt werden, z. B. mit Antikörpern gegen das Drosophila-Homolog zu 

Munc-13 (Aravamudan et al., 2002). Würde dieses Protein in SRPK3-Mutanten nicht mit den 
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Bruchpilot-Aggregaten kolokalisieren, könnte man davon ausgehen, dass die SRPK3-

Mutation tatsächlich spezifisch die Aggregation von Bruchpilot verursacht und nicht den 

axonalen Transport einer ganzen Vesikelklasse stört. Allerdings scheint sich die Verteilung 

des Bruchpilot-Proteins an der larvalen neuromuskulären Synapse bei SRPK3-Mutanten nicht 

von den Kontrolltieren zu unterscheiden. Diese Beobachtung spricht ebenfall gegen ein 

Problem des axonalen Transportes von Bruchpilot, da das Protein offensichtlich seinen 

Zielort, die Aktive Zone der Synapse erreicht. Dabei scheinen sowohl die Verteilung des 

Bruchpilot-Proteins an der Aktiven Zone der Synapse, als auch die lichtmikroskopische 

Morphologie der Aktiven Zone, sowie die Expressionsstärke des Bruchpilot-Proteins an der 

Aktiven Zone der Synapse in den SRPK3-Mutanten nicht von den Kontrolltieren verschieden 

zu sein. Das Bruchpilot-Protein scheint also trotz der axonalen Aggregate an die 

neuromuskuläre Synapse transportiert zu werden und dort die Aktive Zone auszubilden. Die 

Beobachtung, dass die Morphologie der neuromuskulären Synapse der SRPK3-Mutanten, 

trotz der Aggregatbildung im Axon, nicht dramatisch gestört ist, wird auch durch die 

Ergebnisse elektrophysiologischer Messungen an dieser Synapse unterstützt. So konnte von 

Daniel Bucher gezeigt werden, dass die synaptische Übertragung der SRPK3-Nullmutante 

Srpk3VN100 nicht signifikant reduziert ist im Vergleich zum Wildtyp (Bucher, 2008). Dies 

spricht dafür, dass die Aggregatbildung des Bruchpilot-Proteins in den Axonen larvaler 

Motoneuroneu unter den Bedingungen dieser Experimente keinen signifikant negativen 

Einfluss auf die physiologischen Mechanismen an der neuromuskulären Synapse hat. Somit 

sind die in den SRPK3-Mutanten beobachteten Verhaltensphänotypen (vgl. Kapitel 3.7) nicht 

durch einen generellen Defekt der synaptischen Übertragung zu erklären. Im Gegensatz dazu 

weisen Bruchpilot-RNAi-Tiere, die ähnliche Verhaltensdefekte zeigen, wie die SRPK3-

Mutanten, eine Reduktion der neuromuskulären synaptischen Transmission von ca. 50% auf 

(Wagh et al., 2006). Hier scheinen die Verhaltensdefekte mit den Defekten der 

neuromuskulären synaptischen Übertragung korreliert zu sein. Die Verhaltensdefizite der 

Bruchpilot-RNAi-Tiere sind allerdings sehr viel stärker ausgeprägt, als die der SRPK3-

Mutanten. Demzufolge wäre es möglich, dass den Verhaltensdefiziten der SRPK3-Mutanten 

ein subtiler Defekt der synaptischen Transmission zugrunde liegt, der mit den angewandten 

Standardmethoden nicht gemessen werden konnte. Außerdem wurden die Messungen zur 

synaptischen Transmission ausschließlich an larvalen Nerv-Muskel-Präparaten durchgeführt, 

die Verhaltensversuche aber mit adulten Tieren. Da die Synapsen des Zentralnervensystems 

strukturell und physiologisch unterschiedlich sind von peripheren Synapsen, wie z. B. der 

Nerv-Muskel-Synapse, könnten die Verhaltensdefekte auf Störungen dieser zentralen 
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Synapsen zurückzuführen sein, während die neuromuskuläre Synapse eventuell dennoch 

wildtypische Eigenschaften zeigt.  

Da einige der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse, auf einen spezifischen Einfluss der 

SRPK3-Mutation auf das Aktive Zone-Protein Bruchpilot hindeuten und die 

Kolokalisationsstudien sogar eine direkte Interaktion beider Proteine an der Aktiven Zone der 

Synapse möglich erscheinen lassen, sollte im letzten Teil dieser Arbeit untersucht werden, ob 

beide Proteine tatsächlich direkt miteinander interagieren. Dazu wurden Co-

Immunopräzipitationsexperimente der beiden Proteine durchgeführt. Da sich mit den gegen 

die SRPK3 gerichteten Antiseren die SRPK3 in wildtypischen Fliegen nicht nachweisen ließ, 

wurde keine Immunopräzipitation mit diesen Antiseren versucht. Stattdessen wurde die 

SRPK3 mit einem Myc-Tag versehen, in HEK293-Zellen exprimiert und anschließend aus 

diesen Zellen durch eine Immunopräzipitation mit einem α-Myc-Antikörper (9E10; Santa 

Cruz Biotechnology) gewonnen. Die Protein-A-Sepharose beads, beladen mit SRPK3-Protein, 

wurden dann mit Proteinhomogenat aus adulten Fliegenköpfen inkubiert. Dieses 

Proteinhomogenat wurde unter Bedingungen hergestellt, die es erlauben, das Bruchpilot-

Protein in Lösung zu bringen (vgl. Schmidt, 2006). Anschließend wurde durch Western Blot-

Analysen eine Interaktion beider Proteine untersucht. Es konnte mit dieser Methode keine 

direkte Interaktion beider Proteine nachgewiesen werden. Auch das vice versa-Experiment, 

bei dem zunächst das Bruchpilot-Protein aus adulten Fliegenköpfen gewonnen wurde und die 

Bruchpilot-beladenen Protein-A-Sepharose beads anschließend mit dem Lysat SRPK3-

transfizierter Zellen inkubiert wurden, zeigte keine direkte Interaktion beider Proteine auf. 

Allerdings muss hier gesagt werden, dass die Interaktion einer Kinase mit ihren Substraten 

meist wohl nur transient ist. Daher wäre solch eine Interaktion durch Co-

Immunopräzipitationsexperimente nicht unbedingt nachweisbar. Ein weiteres Problem dieser 

Methode besteht darin, dass zum Lösen des membranständigen Proteins Bruchpilot sehr 

harsche Bedingungen gewählt werden müssen (vgl. Kapitel 2.7.5.2). Diese unphysiologischen 

Pufferbedingungen verhindern dann eventuell die Bindung der SRPK3 an Bruchpilot. Auch 

wurde für diese Experimente nicht die endogene SRPK3 benutzt, sondern rekombinante 

SRPK3, die in einem Säugerzell-Modell exprimiert wurde. Daher sind deren Eigenschaften 

eventuell verschieden von denen der endogenen SRPK3. Auch dies könnte eine Erklärung für 

die nicht stattfindende Interaktion beider Proteine sein. Um endgültig entscheiden zu können, 

ob beide Proteine direkt miteinander interagieren, sollten eventuell die Co-

Immunopräzipitationsexperimente mit beiden endogenen Proteinen wiederholt werden. Dazu 

müsse versucht werden die SRPK3 aus Fliegenhomogenat aufzureinigen. Dass dies möglich 
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ist, konnte von Alice Bloch gezeigt werden (Bloch, 2007). Ein weiterer Ansatz, der eventuell 

erfolgreich sein könnte, könnte darin bestehen beide Proteine in HEK293-Zellen zu co-

exprimieren. Die beiden Proteine hätten dann die Möglichkeit, unter physiologischen 

Bedingungen eine Interaktion auszubilden. Diese möglicherweise stattfindende Interaktion 

könnte dann durch immunocytologische Färbungen nachgewiesen werden, oder es könnte 

eine Co-Immunopräzipitation beider Proteine aus dem Zelllysat versucht werden.  

Da es, wie schon erwähnt, nicht ungewöhnlich ist, dass transiente Kinase-Substrat-

Wechselwirkungen nicht durch Co-Immunopräzipitationsexperimente nachweisbar sind, 

sollte durch Phosphorylierungsexperimente geklärt werden, ob Bruchpilot ein Substrat der 

SRPK3 ist. Die SRPK3 weist, wie in Kapitel 3.2 erwähnt, große Homologien zu SR-

Proteinkinasen auf. Diese Kinasen phosphorylieren SR-reiche Spleißfaktoren, so genannte 

SR-Proteine (Gui et al., 1994a; Gui et al., 1994b; Colwill et al., 1996a; Kuroyanagi et al., 

1998; Aubol et al., 2003; Tang et al., 2007). Zunächst sollte untersucht werden, ob die SRPK3 

tatsächlich eine Drosophila-SR-Proteinkinase ist. Deshalb wurden 

Phosphorylierungsexperimente mit dem synthetischen Substrat SRPK1tide durchgeführt. 

Dieses Peptid korrespondiert zu den Aminosäuren 204–218 des humanen SR-Spleißfaktors 

ASF-1/SF-2 (RSRSRSRSRSRSRSR). Die SRPK3 wurde, wie schon für die Co-

Immunopräzipitationsversuche aus HEK293-Zellen aufgereinigt. Diese 

Phosphorylierungsversuche zeigten, dass die SRPK3 in der Lage ist, dieses synthetische SR-

Peptid zu phosphorylieren. Damit stellt die SRPK3 ein weiteres Mitglied der Klasse der SR-

Proteinkinasen dar. Durch diese Phosphorylierungsversuche konnten außerdem die 

Bedingungen, unter denen die SRPK3 aktiv ist, ermittelt werden. Mit diesem Wissen wurden 

erste Phosphorylierungsversuche mit Bruchpilot als Substrat durchgeführt. Allerdings traten 

hierbei einige technische Schwierigkeiten auf, so dass dieses Experiment aus Zeitgründen 

nicht abgeschlossen werden konnte. Wenn man nun davon ausgeht, dass es sich bei der 

SRPK3 tatsächlich um eine SR-Proteinkinase handelt, ist es eher unwahrscheinlich, dass 

Bruchpilot ein Substrat für diese Kinase darstellt. SR-Proteinkinasen sind, wie schon erwähnt, 

dafür bekannt SR-Spleißfaktoren zu phosphorylieren (Gui et al., 1994 a; Gui et al. 1994 b; 

Colwill et al., 1996a; Kuroyanagi et al., 1998; Aubol et al., 2003; Tang et al., 2007). Diese 

SR-Spleißfaktoren zeichnen sich durch eine, oder mehrere, N-terminale RNA-recognition-

motifs (RRMs) und eine SR-reiche C-terminale Region aus (Zahler et al., 1992; Übersicht in 

Fu, 1995; Übersicht in Manley und Tacke, 1996). Keines der beiden Sequenzmotive ist im 

Bruchpilot-Protein zu finden. Auch ist auf Western Blots kein Unterschied in der Bruchpilot-

Expression zwischen SRPK3-Mutante und Wildtyp zu finden, der auf einen unterschiedlichen 
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Phosphorylierungszustand des Proteins in den beiden Linien hindeuten würde (vgl. Abb. 

3.37). Da aber durch die Phosphorylierungsanalyse gezeigt werden konnte, dass das 

synthetische Peptid SRPK1tide (RSRSRSRSRSRSRSR), ein hervorragendes Substrat der 

SRPK3 ist, ist es sehr unwahrscheinlich, dass Bruchpilot ebenfalls ein Substrat der SRPK3 

darstellen könnte. Diese Ergebnisse machen es wahrscheinlicher, dass die SRPK3 in vivo 

tatsächlich SR-Spleißfaktoren phosphorylieren könnte. Die Mutation der SRPK3 könnte daher 

diese Phosphorylierungsreaktion verhindern. Die Spleißfaktoren würden in den SRPK3-

Mutanten den Spleißvorgang nicht mehr regulieren können. Dies würde zu falsch gespleißten 

Proteinen führen und diese Fehler im Spleißvorgang könnten dann letztlich zur 

Aggregatbildung des Aktiven Zone-Proteins Bruchpilot führen. Um den genauen 

Mechanismus der Wirkung der SRPK3 zu entschlüsseln, sind allerdings noch zahlreiche, 

weiterführende Untersuchungen nötig. Es könnte allerdings auch sein, dass die SRPK3 an der 

Aktiven Zone der Synapse nicht das Bruchpilot-Protein phosphoryliert, sondern ein anderes 

Protein der Aktiven Zone. So ist z.B. bekannt, dass RIM ein Substrat mehrerer Kinasen ist 

(Lonart et al., 2003; Inoue et al., 2006). Dies könnte erklären, warum ektopisch exprimierte 

SRPK3 an der Aktiven Zone der Synapse zu finden ist, Bruchpilot aber nach jetzigem Wissen 

kein Substrat für diese Kinase darstellt. Um diese Hypothese zu stützen, müssten allerdings 

unbedingt Anstrengungen unternommen werde, das endogene Substrat der SRPK3 zu finden. 

Sobald dies gelungen ist, wird der Mechanismus, über den die Mutation der SRPK3 letztlich 

zu Bruchpilot-Aggregaten in den larvalen Motoneuronaxonen führt, sicherlich klarer.  

 

4. 9 In vitro Phosphorylierung von Synapsin-Peptiden 

 

Durch die in vitro Phosphorylierungsexperimente mit N-terminalen Peptiden des Synapsins 

konnte gezeigt werden, dass die genomisch codierte PKA-Erkennungsstelle innerhalb der 

Domäne A des Synapsins ein hervorragendes Substrat für bovine PKA ist. Dies stimmt mit 

den Erwartungen überein, da diese Sequenz (R-R-F-S) der Konsensussequenz der PKA (R-R-

X-S) entspricht und außerdem bei allen anderen bisher untersuchten Synapsinen konserviert 

ist (Kao et al., 1999; Hilfiker et al., 1999). Die cDNA codierte Sequenz, bei der die PKA-

Konsensussequenz durch RNA-Editing verändert wurde (R-G-F-S) wird dagegen nicht mehr 

signifikant von PKA phosphoryliert. Auch diese Beobachtung entspricht den Erwartungen. 

Diese Daten deuten darauf hin, dass die Veränderung der PKA-Erkennungsstelle durch RNA-

Editing auch einen Einfluss auf die Phosphorylierung des Synaspins in vivo haben könnte. 

Um dies allerdings klären zu können müssten Phosphorylierungsexperimente mit transgenen 
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Fliegen durchgeführt werden, die im genetischen Hintergrund der Synapsin-Nullmutante nur 

entweder die editierte oder die nicht editierte Form des Synapsins exprimieren. Sören 

Diegelmann konnte in seiner Dissertation zeigen, dass in mindestens 90% aller untersuchten 

adulten cDNAs die editierte Form des Synapsins vorliegt und weiterhin überhaupt nur in 

Fraktionen aus Eiern und ersten Larvenstadien die nicht editierte Form zu finden ist 

(Diegelmann, 2003; Diegelmann, Nieratschker et al., 2006). Dieser Befund deutet auf ein sehr 

effektives RNA-Editing dieses Bereichs hin und steht im Einklang mit dem Einsetzen der 

dADAR-Expression in den späteren Larvenstadien (Ma et al., 2002). Nun kann allerdings 

nicht ausgeschlossen werde, dass es innerhalb des adulten Nervensystems Neurone gibt, in 

denen Synapsin in seiner genomisch codierten, nicht editierten Form vorliegt. Liegt der Anteil 

der nicht editierten Form in einer Probe unter 10%, so wäre diese durch die von Sören 

Diegelmann angewandte Methode nicht zu detektieren gewesen. Die Phosphorylierungsassays 

zeigten, dass das genomisch codierte Synapsin ein Substrat der PKA ist, während die editierte 

Form des Proteins unter den gewählten Reaktionsbedingungen nicht phosphoryliert wird. Da 

der Hauptanteil des Proteins offensichtlich in seiner editierten Form vorliegt, scheint die 

Phosphorylierung von Synapsin durch die Proteinkinase A an dieser Phosphorylierungsstelle 

für die Funktion des Großteils der Synapsen nicht essentiell zu sein. Die im Moment gängige 

Hypothese zur Funktion des Synaspins geht davon aus, dass nicht-phosphoryliertes Synaspin 

die synaptischen Vesikel an des Cytoskelett der Synapse bindet (Benfenati et al., 1989; 

Benfenati et al., 1991). Wird die Synapse durch ein Aktionspotential depolarisiert, führt dies 

zur Aktivierung verschiedenster Kinasen. Diese Kinasen phosphorylieren nun Synapsin, was 

wiederum zur Freisetzung der Vesikel führt, die nun zur Neurotransmitterausschüttung zur 

Verfügung stehen (Bähler und Greengard, 1987; Greengard et al., 1993; Ceccaldi et al., 1995; 

Pieribone et al., 1995; Chi et al., 2001). Nun könnte man spekulieren, dass der „reserve pool“ 

der Vesikel nur bei hoher bzw. langandauernder Aktivität der Synapse nötig wird, und daher 

für einen Großteil der Synapsen zur Aufrechterhaltung ihrer Funktion nicht nötig ist. Ein 

phosphorylierbares Synapsin wäre dann eventuell nur für eine kleine Population sehr aktiver 

Synapsen nötig. Um mehr darüber zu erfahren, welchen physiologischen Sinn das RNA-

Editing dieser PKA-Phosphorylierungsstelle macht, sollte nun in weiterführenden Arbeiten 

versucht werden, Zellpopulationen aufzuspüren, in denen Synapsin in seiner genomisch 

codierten, nicht editierten Form vorliegt. Für Vertebraten konnte außerdem gezeigt werden, 

dass die in Drosophila editierte Phosphorylierungsstelle nicht nur ein Substrat für die PKA 

ist, sondern auch für die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase I und IV (Czernik et al., 

1987). Inwieweit diese Kinasen auch das Drosophila-Synapsin an dieser Stelle 
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phosphorylieren, bzw. ob das beobachtete RNA-Editing diese Phosphorylierung beeinflusst, 

sollte ebenfalls in weiterführenden Experimenten geklärt werden.  
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5. Ausblick 

 
In der vorliegenden Arbeit konnten einige Werkzeuge zur näheren Charakterisierung der 

SRPK3 hergestellt werden. Diese sollten in weiterführenden Arbeiten dazu genutzt werden, 

den Mechanismus aufzuklären, über den die Mutation der SRPK3 letztlich zur Bildung von 

Aggregaten des Aktiven Zone-Proteins Bruchpilot in larvalen Motoneuronaxonen führt. 

Durch in vitro Phosphorylierungsassays konnte gezeigt werden, dass die SRPK3 

wahrscheinlich ein Drosophila-Mitglied der Familie der SR-Proteinkinasen ist. Diese Kinasen 

sind hauptsächlich dafür zuständig SR-Spleißfaktoren zu phosphorylieren und haben so einen 

regulatorischen Einfluss auf den Spleißvorgang (Gui et al., 1994a; Gui et al. 1994b; Colwill et 

al., 1996a; Kuroyanagi et al., 1998; Aubol et al., 2003). In weiterführenden Experimenten 

sollte nun zunächst einmal geklärt werden, ob die SRPK3 auch in vivo in der Lage ist, diese 

SR-Spleißfaktoren zu phosphorylieren. Da Antikörper existieren, die spezifisch die 

phosphorylierte Form dieser SR-Proteine erkennen (Roth et al., 1990), könnte diese Frage 

durch Vergleiche der SRPK3-Mutanten mit wildtypischen Fliegen eventuell geklärt werden. 

Weiterhin sollte versucht werden, die Substrate der SRPK3 zu detektieren. Dabei könnte 

vorgegangen werde, wie z. B. bei Menzel et al. beschrieben (Menzel et al., 2007). Alternativ 

dazu könnte zunächst auch versucht werden, mit Hilfe des Cytotrap-Verfahrens (Stratagene), 

einer modifizierten Version des yeast-two-hybrid-Verfahrens, Interaktionspartner der SRPK3 

zu finden. Nach Ausschluss falsch-positiver Interaktionspartner durch weitere 

Interaktionsstudien, müsste für die verbleibenden Interaktionspartner dann in 

Phosphorylierungsstudien geklärt werden, ob es sich bei diesen tatsächlich um Substrate der 

SRPK3 handelt. Sobald Substrate der SRPK3 gefunden wurden, sollten sich Untersuchungen 

anschließen, die helfen den Mechanismus zu klären, durch den die Mutation der SRPK3 

letztlich zur Bildung der Bruchpilot-Aggregate in den larvalen Motoneuronaxonen führt. Um 

endgültig auszuschließen, dass Bruchpilot kein Substrat der SRPK3 ist, könnte eventuell 

erneut ein Kinaseassay mit Bruchpilot als Substrat durchgeführt werden. Da es sich bei der 

SRPK3 nach jetzigem Kenntnisstand vermutlich um einen Spleißregulator handelt, könnte 

untersucht werden, ob die Aggregatbildung des Bruchpilot-Proteins durch ein nicht korrektes 

Spleißen des Bruchpilot-Transkripts verursacht wird. Dies ist allerdings eher 

unwahrscheinlich, da auf Western Blots kein Unterschied in der Größe des Bruchpilot-

Proteins zwischen Wildtyp und SRPK3-Mutante zu detektieren ist. Dies wäre aber vermutlich 

zu erwarten, würde das Transkript nicht korrekt gespleißt. Da die gegen die SRPK3 

gerichteten Antiseren das Protein nicht zufrieden stellend detektieren, sollten andere 



5. Ausblick  120 

Strategien angewandt werden, endogene SRPK3 nachzuweisen. Antikörper gegen humane 

SRPK sind kommerziell erhältlich. Da die humanen SRPKs und die SRPK3 zumindest 

innerhalb ihrer Kinasedomäne eine hohe Homologie aufweisen (54–65% identische 

Aminosäuren), könnten diese Antikörper eventuell mit der SRPK3 kreuzreagieren. Somit 

könnten eventuell diese Antikörper dazu dienen die SRPK3 in wildtypischen Fliegen 

nachzuweisen.  

 

Um die Ergebnisse der in vitro-Phosphorylierung des Synapsins bestätigen zu können, sollten 

diese Experimente in vivo wiederholt werden. Dazu müssten zunächst Fliegen generiert 

werden, die im genetischen Hintergrund der Synapsin-Nullmutante entweder nur die editierte 

oder nur die nicht editierte Version des Synapsins exprimieren. Auch sollte eventuell versucht 

werden, Zellpopulationen zu detektieren, in denen das Synapsin in seiner genomisch codierten 

Sequenz vorliegt, um weitere Hinweise auf die physiologische Bedeutung dieses RNA-

Editings zu erhalten. Da in Vertebraten gezeigt werden konnte, dass die in Drosophila 

melanogaster editierte PKA-Erkennungsstelle auch ein Substrat für die Ca2+/Calmodulin-

abhängige Proteinkinase I und IV (Czernik et al., 1987) ist, sollte außerdem geklärt werden, 

ob diese Kinasen auch das Drosophila-Synapsin an dieser Stelle phosphorylieren. Sollte dies 

der Fall sein, müsste auch untersucht werden, inwiefern das RNA-Editing auf diese 

Phosphorylierung Einfluss nimmt.  
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6. Zusammenfassung 

 
In einer vorangegangenen Arbeit konnte eine hypomorphe Mutation innerhalb des Genlokus 

einer putativen Serin-/Threonin-Kinase als Auslöser der Aggregatbildung des Aktive-Zone-

Proteins Bruchpilot in larvalen Motoneuronaxonen identifiziert werden (Nieratschker, 2004). 

Aufgrund der Homologien dieser Kinase zu SR-Proteinkinasen wurde der Name Serin-

/Threonin-Proteinkinase 3 (SRPK3) vorgeschlagen. Laut ursprünglicher Annotation der 

„Flybase“ (http://flybase.bio.indiana.edu) codiert der Genlokus der Srpk3, der auf dem linken 

Arm des dritten Chromosoms innerhalb der Region 79D4 lokalisiert ist und sich über ca. 10,3 

kb erstreckt, für zwei Transkripte (Srpk3-RC und Srpk3-RB). Diese beiden Transkripte haben 

unterschiedliche Transkriptions- und Translationsstartpunkte und unterscheiden sich in ihrem 

ersten kodierenden Exon, ab dem vierten Exon sind sie allerdings identisch. Das Srpk3-RC-

Transkript umfasst ca. 4,2 kb, das Srpk3-RB-Transkript ca. 3,8 kb. Die von diesen 

Transkripten kodierten Proteine bestehen aus 816 (Srpk3-RC) bzw. 749 (Srpk3-RB) 

Aminosäuren.  

Diese beiden ursprünglich annotierten Transkripte konnten durch RT-PCR-Experimente 

bestätigt werden. Dabei wurde auch ein zusätzliches, alternativ gespleißtes Exon von 159 bp 

entdeckt, das beiden Transkripten zugeordnet werden kann. Somit codiert der Srpk3-Genlokus 

für mindestens vier Transkripte, die Transkripte der RC/RF-Transkriptgruppe mit (Srpk3-RF) 

und ohne (Srpk3-RC) das alternativ gespleißte Exon und die Transkripte der RB/RE-

Transkriptgruppe mit (Srpk3-RE) und ohne (Srpk3-RB) das alternativ gespleißte Exon. Die 

Existenz eines weiteren Transkriptes Srpk3-RD, die in der aktuellen Version der „Flybase“ 

annotiert ist, konnte durch RT-PCR-Experimente nicht nachgewiesen werden.  

Zu Beginn dieser Arbeit lag eine hypomorphe Mutante für die SRPK3 schon vor (Srpk3P1; 

Eberle, 1995). Diese Linie trägt eine P-Elementinsertion innerhalb des ersten Exons der 

RC/RF-Transkriptgruppe, die das Leseraster dieser Transkriptgruppe zerstört, so dass in 

dieser Linie nur die RB/RE-Transkriptgruppe gebildet werden kann. Wie bereits erwähnt, 

konnte diese Mutation in vorangegangenen Arbeiten bereits als der Auslöser der 

Aggregatbildung des Bruchpilot-Proteins in larvalen Motoneuronaxone, sowie einiger 

Verhaltensdefekte identifiziert werden (Nieratschker, 2004; Bock 2006). Diese 

Verhaltensdefekte ähneln stark denen, die durch einen knock-down der Bruchpilot-Expression 

mittels RNAi ausgelöst werden (Wagh et al., 2006; Bock, 2006), was auf eine Interaktion 

beider Proteine schließen lässt. Um nun den Beweis führen zu können, dass tatsächlich diese 

Mutation die beobachteten Phänotypen verursacht, wurden Rettungsversuche durchgeführt. 
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Die Srpk3-RF-cDNA war dabei in der Lage die durch die hypomorphe Mutation der SRPK3 

verursachten Phänotypen vollständig, oder zumindest teilweise zu retten (vgl. auch Bock, 

2006; Bloch, 2007). Damit konnte belegt werden, dass die hypomorphe Mutation der SRPK3 

tatsächlich die in der Mutante Srpk3P1 beobachteten Phänotypen verursacht.  

Um die durch in situ Hybridisierung erhaltenen Daten zur Lokalisation der SRPK3 im 

larvalen Gehirn (Nieratschker, 2004) bestätigen, sowie weitere Daten erhalten zu können, 

wurden Isoform-spezifische Antisera gegen die SRPK3 generiert. Diese Antiseren sind in der 

Lage überexprimiertes Protein zu detektieren (Bloch, 2007), allerdings ist es mit diesen 

Antiseren nicht möglich die SRPK3 in wildtypischen Präparaten nachzuweisen.  

Weitere Daten zur Lokalisation der SRPK3, die durch die Verwendung eines SRPK3-eGFP- 

Fusionsproteins erhalten wurden, zeigten, dass eine der ektopisch überexprimierten SRPK3-

Isoformen mit Bruchpilot an der Aktiven Zone kolokalisiert. Dieses Ergebnis, in Verbindung 

mit den durch die Mutation der SRPK3 verursachten Bruchpilot-Aggregaten in larvalen 

Motoneuronaxonen und den Verhaltensdefekten, gibt Hinweise auf eine mögliche direkte 

Interaktion beider Proteine.  

Um nun untersuchen zu können, ob ein kompletter Verlust der SRPK3-Expression die in der 

hypomorphen SRPK3-Mutante beobachteten Phänotypen verstärkt, wurde durch Jump-out-

Mutagenese eine SRPK3-Nullmutante generiert. Mit dieser Linie wurden die phänotypischen 

Analysen, die schon für die hypomorphe Linie durchgeführt wurden, wiederholt. Dabei zeigte 

sich, dass der komplette Verlust der SRPK3-Expression die in der Hypomorphen 

beobachteten Phänotypen nicht verstärkt (vgl. auch Bloch, 2007). So ist im Ausmaß der 

Bruchpilot-Aggregate kein Unterschied zwischen hypomorpher Linie und Nullmutante zu 

beobachten, die Verhaltensdefekte scheinen allerdings in der hypomorphen Linie Srpk3P1 

stärker ausgeprägt zu sein, als in der Nullmutante (Bloch, 2007).  

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte versucht werden, die Mechanismen der Bruchpilot-

Aggregatbildung in den larvalen Motoneuronaxonen der SRPK3-Mutanten aufzuklären. Eine 

dramatische Überexpression von Bruchpilot in den SRPK3-Mutanten konnte ausgeschlossen 

werden. Auch ergaben sich keine Hinweise auf einen Defekt des axonalen Transportes. So 

sind die Lokalisation und die Menge des Bruchpilot-Proteins an der Aktiven Zone der 

Synapse in den SRPK3-Mutanten nicht qualitativ unterschiedlich zum Wildtyp. Auch die 

Morphologie der Synapsen scheint in den SRPK3-Mutanten nicht verändert zu sein. Die 

Aggregatbildung des Akiven Zone Proteins Bruchpilot in den Motoneuronaxonen der 

SRPK3-Mutanten scheint keine Störungen der synaptischen Übertragung zu verursachen 

(Bucher, 2008). Eine direkte Interaktion der SRPK3 mit Bruchpilot konnte im Rahmen dieser 
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Arbeit nicht nachgewiesen werden. Auch konnte Bruchpilot nicht als Substrat der SRPK3 

identifiziert werden. Datenbankrecherchen ergaben, dass die SRPK3 hohe Homologien zu den 

SR-Proteinkinasen aufweist. Diese Kinasen phosphorylieren SR-Spleißfaktoren und haben 

damit einen regulatorischen Einfluss auf den Spleißvorgang (Gui et al., 1994a; Gui et al. 

1994b; Colwill et al., 1996a; Kuroyanagi et al., 1998; Aubol et al., 2003). In in vitro 

Phosphorylierungsexperimenten konnte nachgewiesen werden, dass die SRPK3 in der Lage 

ist das synthetische Substrat SRPK1tide zu phosphorylieren. Dieses Substrat reflektiert die 

Aminosäuren 204-218 des humanen Spleißfaktors ASF-1/SF-2 (RSRSRSRSRSRSRSR). 

Damit stellt die SRPK3 vermutlich eine SR-Proteinkinase in Drosophila melanogaster dar.  

In einem unabhängigen Teil der Arbeit konnte durch in vitro Phosphorylierungsexperimenten 

mit N-terminalen Peptiden des präsynaptischen Proteins Synapsin gezeigt werden, dass die 

genomisch kodierte PKA-Phosphorylierungsstelle innerhalb der Proteindomäne A des 

Synapsins von Drosophila ein hervorragendes Substrat für die bovine PKA darstellt. Im 

Gegensatz dazu wird die cDNA kodierte Sequenz, bei der diese PKA-Phosphorylierungsstelle 

durch RNA-Editing verändert wird, nicht signifikant von dieser PKA phosphoryliert. Somit 

war es im Rahmen dieser Arbeit erstmals möglich, funktionelle Konsequenzen dieses RNA-

Editings zu belegen.  
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7. Summary 

 
In a previous study, a hypomorphic mutation in the gene locus of a putative serine-/threonine 

kinase was found to cause aggregates of the active zone protein Bruchpilot in larval 

motoneuron axons (Nieratschker, 2004). Because of its high homology to SR-protein kinases 

this gene was named serine-/threonine protein kinase 3 (Srpk3). The 10,3 kb large Srpk3 gene 

locus is located on the left arm of the third chromosome in the chromosomal region 79D4. 

According to an earlier annotation in “flybase” (http://flybase.bio.indiana.edu) the Srpk3 gene 

codes for two transcripts of 4,2 (Srpk3-RC) and 3,8 kb (Srpk3-RB). These two transcripts use 

different transcription and translation start sites, but from the fourth exon on they are 

identical. The Srpk3-RC and Srpk3-RB transcripts code for proteins of 816 and 749 amino 

acids respectively.  

The existence of these two originally annotated transcripts could be verified by RT-PCR. In 

addition, an alternatively spliced exon of 159 bp was identified, which is part of both groups 

of transcripts (Srpk3-RF and Srpk3-RE). Therefore the Srpk3 gene locus codes for at least 

four transcripts. Srpk3-RB and Srpk3-RC do not contain the newly identified, alternatively 

spliced exon, whereas Srpk3-RF and Srpk3-RE do. The existence of another transcript (Srpk3-

RD) annotated in the current version of “flybase” could not be confirmed by RT-PCR 

experiments. 

The hypomorphic BRPK mutant Srpk3P1, which has a P-element insertion in the first exon of 

the RC/RF group of transcripts that destroys the open reading frame of those isoforms, 

already existed (Eberle, 1995). Therefore in that line only the RB/RE isoforms are expressed. 

That hypomorphic mutation was found to cause Bruchpilot aggregates in larval motoneuron 

axons (Nieratschker, 2004) and in addition several behavioral deficits (Bock, 2006). The 

behavioral deficits are similar to those caused by a genetic knock-down of the Bruchpilot 

expression using RNAi (Wagh et al., 2006; Bock, 2006). This observation points towards an 

exclusive interaction of both proteins. To prove that in fact the mutation of the SRPK3 causes 

the observed phenotypes, rescue experiments were performed. We were able to revert the 

mutant phenotypes by expressing the Srpk3-RF cDNA in the nervous system (see also Bock, 

2006; Bloch, 2007). Therefore mutation of the SRPK3 indeed causes the observed phenotypes 

in the hypomorphic BRPK mutant (Srpk3P1).  

To confirm the data obtained by in situ hybridization on larval brains (Nieratschker, 2004) 

and to gain more knowledge regarding the localization of the SRPK3, isoform specific 
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antisera have been generated. These antisera recognize over-expressed protein (Bloch, 2007), 

but they are not able to recognize SRPK3 in wild type animals.  

Further data about localization of SRPK3 could be provided by using ectopically over-

expressed GFP-tagged SRPK3 isoforms. SRPK3-GFP colocalizes with Bruchpilot at the 

presynaptic active zone. This result along with the Bruchpilot aggregates in larval motoneuron 

axons and the behavioral deficits of SRPK3 mutants provide further evidence for a possible 

interaction of both proteins.  

To investigate, if a complete loss of SRPK3 expression alters the phenotypes observed in the 

hypomorphic SRPK3 mutant, a SRPK3 null mutant was generated by jump-out mutagenesis. 

The phenotypic analyses performed with the hypomorphic line Srpk3P1were repeated with the 

SRPK3 null mutant. It became obvious that the phenotypes were not enhanced by complete 

loss of SRPK3 expression (also see Bloch, 2007). Regarding the Bruchpilot aggregates in 

larval motoneuron axons, no significant differences between hypomorphic mutant and null 

mutant were observed, however behavioral deficits seem to be more severe in the hypomorph 

(Bloch, 2007).  

The aim of the last part of the study was to investigate the mechanism by which a mutation of 

SRPK3 leads to the aggregation of Bruchpilot protein in larval motoneuron axons. A dramatic 

over-expression of Bruchpilot in SRPK3 mutans could be excluded. There is also no evidence 

for a defect in the axonal transport system. The localization of the Bruchpilot protein and the 

expressions strength does not differ in SRPK3 mutants in comparison to wild type. In addition 

the morphology of the presynaptic boutons seems not to be affected in SRPK3 mutants, and 

the formation of Bruchpilot aggregates in larval motoneuron axons does not seem to cause 

impairment in synaptic transmission (Bucher, 2008). A direct interaction of SRPK3 and 

Bruchpilot could not be detected. In addition Bruchpilot does not appear to be a substrate for 

SRPK3. Data base searches revealed high homologies between SRPK3 and SR protein 

kinases. These kinases are known to phosphorylate SR splicing factors and therefore have a 

regulatory influence on splicing (Gui et al, 1994 a; Gui et al., 1994b; Colwill et al., 1996a; 

Kuroyanagi et al., 1998; Aubol et al., 2003). An in vitro phosphorylation study showed that 

SRPK3 was able to phosphorylate SRPK1tide, a synthetic substrate that reflects amino acids 

204-218 of the human splicing factor ASF-1/SF-2 (RSRSRSRSRSRSRSR). Therefore 

SRPK3 is presumably a Drosophila SR protein kinase.  

Another part of the study focused on the presynaptic protein synapsin. In vitro 

phosphorylation experiments using N-terminal peptides of synapsin showed that the 

genomically encoded PKA consensus site in the protein domain A of synapsin is an excellent 
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sunstrate for bovine PKA. The cDNA encoded sequences where the PKA consensus site is 

changed by RNA-Editing is not significantly phosphorylted by bovine PKA. This study 

therefore provided the first evidence for the functional consequences of the RNA-editing of 

synapsin in Drosophila.  
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9. Abkürzungen 

 
A     Alanin      

Abb.      Abbildung 

ADAR     Adenosin deaminase acting on RNA 

ASF-1     alternative splicing factor 1 

ATP     Adenosin-Triphosphat 

BRP     Bruchpilot 

bzw.     Beziehungsweise 

cAMP     cyclisches Adenosin Monophosphat 

CAZ     Cytomatrix at the active zone 

cDNA     complementäre DNA 

Ci     Curie 

cm     centimeter 

cpm     counts per minute 

CSP     Cystein-string-protein 

D     Aspartat 

d( )     drosophila( ) 

DAB     (3,3'-Diaminobenzidin) 

dd     doppel-destiliert 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

ECS     Editing site complementary sequence 

EJP     excitatory junction potential  

ELISA     enzyme-linked immunosorbent assay 

et al.     et alii  

F     Phenylalanin 

G     Glycin 

GFP     Green fluorescent protein  

γ32     Gamma 32 Phosphat 

H2O     Wasser 

HEK     human embryonic kidney 

HPLC     High performance/pressure liquid chromatography 

K     Lysin 

L     Leucin 
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l     Liter 

LB     Luria-Bertani 

M     Mol 

m     milli 

MALDI    Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation 

mEJP     miniture excitatory junction potentials 

min.     Minute 

µ     mikro 

mol     molar 

mRNA     messenger RNA 

ORF     open reading frame 

PKA     cAMP abhängige Proteinkinase A 

R     Arginin 

RNA     Ribonukleinsäure 

RNAi     RNA interference 

rpm     rounds per minute 

RRM     RNA recognition motif 

S     Serin 

SF-2     splicing factor 2 

SDS     Sodium dodecyl sulfate 

snRNA    small nuclear RNA 

snRNP     small nuclear ribonucleoprotein particle 

SR     Serin/Arginin 

SRPK     Serin-/Arginin-Proteinkinase 

Syn                                     Synapsin 

TOF                                     Time of flight 

U                                     Umdrehungen 

u. a     unter anderem  

U2AF      U2 auxiliary factor 

vgl.      Vergleiche 

X     beliebige Aminosäure 

z.B.     zum Beispiel 
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10.1. Vektoren 

 
10.1.1 pP[UAST] (Brand und Perrimon, 1993) 
 
 
 

 
 
 
Quelle: 
http://dgrc.cgb.india-edu./images/vectors/maps/1000annotated-map.jpg  
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10.1.2 pET-28a-c(+) 
 
 

 
 
 
Quelle: 
http://www.genomex.com/vector_maps/pET28_map.pdf 
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10.1.3 pcDNA3.1myc 
 

Quelle: 
http://www.invitrogen.com/search/ 
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10.2 Genomische Region des Srpk3-Gens 
 

Die 5` untranslated region ist blau dargestellt, Exons sind rot dargestellt, Introns schwarz. 

Die Kinasedomäne ist in lila eingezeichnet, Primer in grün, das neu identifizierte, alternativ 

gespleißte Exon in hellblau 

 

22191287 

GAGAGTTCGA GCCAAGTGCG GACAAAGAAG ACTTTTCCGT 
GCTGCTGCTT CTGCCAAAAA

 

    

  
22191347 CACAAAGTGG AAAATGTGAT GTGTTCGCTT TATTTGTCGA GGATAAATCA ATTCCGCTAT

       

22191407 TAACTAGACT ACGGGCACGT ACCTGGCCAA AAGCATCGAA GAAAGGCGAA AGGGAATCCA

       

22191467 ATAGGCCCAA TTGAGGGCAG ACCGTGGAAA AACCCTCTTC TATCGCGAAC CAGTTCGTGG

       

22191527 CAGTGTGTGC GTGCGTGTGT GGATTTTCGC CTTACTTTTT TCATGCGCAA TTTGGGTTAC

       

22191587 AAAGCGAGAA AAGCGCTGCT TAAAATGCAT GTTTTAAGCG CGTCCCTTCA TTGATTTTCC

 

   

 
  

22191647 

TACGCACAAG GAATGATATA CGAAGTCCTC 
ACCAGGAACA AAGGGCGCAG 

GCCAACGATG

       

22191707 

AGGACAAAGA CGCGAGGAAG CTGCTTCTAG CTTCCCAGCA TTCATTAGGA 
CAGGGCGAGG

       

22191767 

ACCAGCCCCG CGCAGATCAG GAAACTCATC CCGGGAGGCA TCCTGGCTCC 
CGTACTGCCC

 

 
AAAGAATTCA 
 
        AA 
AGCGGCCGCA 
 
        AC 
GAGAATTCGA 

Crpk-eGFP- 
TGGCCGGCCT  
 
eGFPCrpk- 
TGGCCGGCCT 
 
Myc-Tag RC 
TGGCCGGCCT 

EcoRI sense 
CATC 
 
NotI sense 
 
 
sense 
CATC 

   

22191827 AGTAGCGGCA TGGCCGGCCT CATCGGTGCC GCAAATGGCA AACACCACCA CCCACACCTC

 

  
P487 sense 

  

22191887 

ATCTCGCCCA CCCACACGTC ACTGCCGGCC 
GGCATATGTA 

GTAGTGACAG CGGCATCTCC

       

22191947 ACTTTGAGTG CCATCTCGCC GCCACTCTCC ACCTCGACCA CCACGGCCTC CGGTGCAGGC

       

22192007 GGAGGAGTGG GCGGCAGCCC TCAGCTGCGC ACCTCACCTG CGCTGAGTAT GCTGGGTAGC

       

22192067 GCCACGGCGA CGGCCAGCGG CGTTACCGCC TCCTCAGGAT GCGGTCTAAC TGCCGGGATC
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22192127 CTGGGCCCGG CGGCCAGCAT TGACCTGGGC AGCTCGCCGC TTTCTCACCG AAACTACAGC

       

22192187 AACTCACTGA AGGGCTTTAG TTTCCGTCGC AGCTTCGACG ACAAGATCAT CAATACGCCG

       

22192247 TACTTGTCGC GCGCTCCAGC CTACACCCAC GGCATTCCCT ATCCGCATTT TCACGGTACT

       

22192307 CAGCCTGCGG CCACCACGCC GCACCACCTC CACCTACACC ACCATGGGAA CGGCACAGCT

       

22192367 GCGGGATCAG GTTCCGGTGT GGGATCGGGA CCGGGATCTG GCAGCGGTGC AGGAGGACTC

       

22192427 TACCAGCAGC CTCTGTCGCT GGCCTCGATG ACAGCGGCCC TGCCACTGGC TCCGCTCTAT

       

22192487 GGATCCCCGC TGTCCCTGCC GCTGACCTCC TCTCAGTCCA CCACCAAGCT CTCCTACCGC

       

22192547 GACGACTTTC TGCAGCAGAT TGGCTATCTG CCAACTACGC GCATCTACAG CACCCCGACC

                         Insertionsort des P-Elements P487/16 
Extra Exon groß? sense 

22192607 AGCATCGTCG ACGAGGACAA GGCCCAGCA G GACTTCCTCT CGCTGTCGCT GTCGCCGCCG

     P487 anti  

22192667 CTCAACCGAC GGCGGGATAT GCCGGCACTG CGCGGCCCAT TCGTCAGTCT GTAAGTACTT

  1. Intron n. P sense     

22192727 CATCGATATC GTTGTCCCTA TTTGGTAAAA CATTTTTATT GTGCTATAAA ATTAATATAA

       

22192787 GAATTTAGTA TATATTTCTA TTTTCGGCTA CAAATACCAT ATTTGCCAAT ATTATAAGAT

       

22192847 AAACTTCCTT CGATCACTTC ATGATCACTT GAACACTTCA TCTTCAAAAA AAATGTTCTT

       

22192907 GACATGAACT GACACTGAGA CATGATCAGA AGATCAGGAT CTTTTAACAA ATAGAGCTGG

       

22192967 GCGTGTCCGT CCGTCCGTAA TTTTGTATAA AGTTCGACCA CACGTTTATT TCAAGACGTG

       

22193027 TTCATGACGG ACTACTAGAA ACGTTAACTA ATACTGCTCA TTGGAAAGCG ACGTCTCTTT

       

22193087 AACGCTTTTC TGTTAAGATA TCTCAACTCA ATCTCTCAAC TGAGTAACGA AGTAACTCGA

     1.Intron n. P anti  

22193147 CCAAATGCAT TTAATTTGTA TTGACAAAAT GGTATTAGGT TCCATTTCTG AGTGACACAG

       

22193207 TATAAGCCTG TAATGTAAAT AAAAATATAA ATTGACAATT AATGAAATAA TATTAAAGGG

       

22193267 CATACCAGCT TCGACTTAGT AAAGTAAGCT TTTTTCCAGT TTTCTTTCCC ATCACTCTCA

       

22193327 TGCGGATAAA ATATGAACAT AAAGTATACG CCGCGTGTAT TCCACGTGTC TCTCACAGGC

       

22193387 AGGAAATAAA TTTATCGAAC CGTAACGAGC TGCTCCAATA TGTGAGCCGT TCGGGGATGG

       

22193447 CCTCACTATT CGCGTTCCCA CTGTGCGGGC ACAGTGGGCC TCATTGTTGA CGCAACCCAT

       

22193507 TAGTTCGATA CCCTTCGCCA CACAGTGTGC TTATCCCGAA TGGGATGTGA TTCCACACAC
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22193567 TACATACTTA CTTATGTGGT CCAGTTTTTT CGACAGTGGT ACCAAGCAAA CTTTACCTCC

       

22193627 TGCGTCCCAT AATCCTACAT CGATCCCCCC GCATGAGTTC TTCCATTCAG TCCGCTCGGT

       

22193687 TTGTTTACGT TTTTAAATTG CCCTAACCGC AAGTAGGCAC CACGTGACGC CAGTGGCTAA

       

22193747 CCAATGAGCA CCCCCAACCC AATCACCAAC CTCCAACCCC CAGCGCATCC CCGCAATAAC

       

22193807 ACAAACTCAC TGCAATCGAG CAAAACGATG ACGTTTTACT GCCTCTGGCT GCTCTGTATT

       

22193867 CGCACTGATT TTCTAGCCGA CTTATTGTTT TCATTCGCTT CTTTCGGCGT CTATAAATAA

       

22193927 TAATTTTATT GTGTTGTGCG GGGGGGGGGG GGGTTTGGTG GTGGTGTTGT TATGTACGCC

       

22193987 GAGTAGAGCG CGTTCGTGTG TCAGAAATAG GGTGACTCAA GATGTCAGCA AGCTTTTCCT

       

22194047 TCTAAAGAAA TCGCCATGGC TCCATAAGGA TCAACGGCTG ACTCAAGTTG GGAACGGGGC

       

22194107 TGCAAAATCA ATAAGGCCGG TTAGTCCCAA TACGAACTCA CACATTTGCA TATTGTGCAG

       

22194167 GCGGCGGACG GAACTGCAGT TGCATTGCGA GGAATTTTTC AATCGCACCT AATCGCTCGA

       

22194227 AACTACCTTT CGAAGTGGTT TCGAAACCTT TTGGAATTCG AGGTATTCGA AATCCTGCCT

       

22194287 GTCGAACACC CCTCTGCACG GGCGAGGGAA AATTTGGCAA GATGCCTAAG AAATCTCGAA

       

22194347 GCACTCGATG ATGACGATGA TGTTGACGGG CATGGCCCCG CATGAGTGTG TGCTCATTTG

       

22194407 GTGGACTCTT TCCTGGTGTA GTGCAGTCCA TGACCGGCAA AGGCAGCGAA CAACGAGCAG

       

22194467 CGCCACGACA TCGACTTGAT GAAGTACATT GGATAATGAC GCCAGCAAAA TACACGGCGC

       

22194527 ATAAAATTAT TCATTTACAA AATATCCAAC TTTTTTGAAT AAGTATTTCT CATCAGAATT

       

22194587 GCCCACAAAG CAACCATTTC ATACTCAGTA AAAAAATATT TATATACGAA TACACCTGTC

       

22194647 TTTCAGTTTT TATTTAGTTA TTTACGAAGC CACTAAATTA CGATCCTGTA AAGTAGAAGG

       

22194707 TATCTGTTGG CCAAAGACTG CGACCTAACT GCTTTGTAAG GAAGTGTTCT CGCAGTGTAT

       

22194767 CACTCTAAGG AAAACTATCG GCGGGCATGG GTTCTAGGTG ATCCACACAC CTCACCCCCT

       

22194827 GCCGGACTGT GAGCGGGCGA AGACTAAACT TAGTTGTGAC AAAAAAAAAA AAAGAAACAA

       

22194887 AAAAGCAGAA CAGAAATACT CGCGAGTTGG AAACGGCTGC GCCTTGGCCG CTCAGGAAGA

       

22194947 GGCGGCAAAA ACAAAAGCGA AAAGCCATTC CGACATTCTC GCGGACGCAA CTGAACGAAT

       

22195007 CGGACGAGCG AGGAAAGATA CTCGCGCAGA TACAGATACA GATACTTTTC ATATTTCAGA
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22195067 TTTTCCGCCG TGCGATATAT TTTATTTATT TACCCCGCTC GGGCCACTGT TATGTAAGGA

       

22195127 GAGTGTGTGC AGCGTGGTGT TTGTGTTCGA CCAAACTCGT TCGGCGGTGT CCGTGATGCA

     Screen JO 1.Exon klein

22195187 AGTGGGGGTC TACGAAAGTC AAGGTCGCCA CCCCCTACAC GCACGCCCAC AGCCATCCCC

 GFPcECOsense      

22195247 TGTTACTGCG CCCAGTTGCC ATGAATTCGC GAAGGTCTAA TCGGAAATCC AATTGTCGAA

   GFPcECOsense    

 

    GGGGGAA 
 
Fusion kleine
   GGGAGAA 
 
 
  CGGCGAAT 

TTCATGGATG 
 
Isoform EcoRI
TTCATGGATG 
 
Myc-Tag RB 
TCGATGGATG 

ACTTTGGCTC 
 
sense 
ACTTTGGCTC 
 
sense 
ACTTTGGCT 

G 
 
 

 

22195307 TCGAGCAGTG AATCGAATCA GAAATGGATG ACTTTGGCTC GACCGCATCC GACTTGGAAG

       

22195367 AGGCCACCTG CCCCATGCAG GCCAATGCCA CGTTCAGCAT CGATTGGCGA GTGACCCTGC

       

22195427 TGGACCACTG GTTGGATCTC TATCTTGGCT ACATGAACCG CCTACACATG CTGCTATCAC

       

22195487 TAGCCGGCAG GCTGCATCTT CTAAGCCGGC ACATCCTGGG TACTCTCGGC CAGGATCCGA

       

22195547 TTTTTATGGG TGTGCTGCAG GGCAGCCTGT TAATGCTCTT CCTCTTCCTG ATGCACCTGC

       

22195607 TGCGGCTGTG GAGCTGTGGA TACGCAGTTG AGCGGCCGCT GAACCCCACT CCGGACGTGG

       

22195667 CAAAAGAGCT GAGCTGCGAC TTCAACTTCG TCTCCGAGCA AGAGAAGCGA GCTGCCCAAG

       

22195727 AAGCCGCGAC GGAGGCTCTG CTAGAGGTTG AGGAGAAGAA GCGCCGCAAG CGGTTTACAA

       

22195787 AGAAGCGCAA CTGCGTGTCC GCCGGGCCGA TCCTTATTGC CTTGCGCCAT CAGTCTAAGC

       

22195847 GACCAAAGCA CCATCGTCAC GCTGCTCTAC CCTTTGAGCC CGTTACCCCC GGGGAAATAA

 
   Extra Exon  

klein? sense 
  

22195907 

TCCTGGATAC CTACTTGCCG CCGCGGGAAC 
TGCCGCTCAC 

GATAAGACTG CCTCAGTTGG

 
Fusion kleine 
     GGCCT 

Isoform 
GTTCCTTCTC 

XhoI anti 
GAGCTCAAAA 

   

22195967 CGGAGCCGGT CAAGGAAGAG GAAGTCGAAT ATATCGAGCT TAAGTGGGTT GCAACGGGAA

       

22196027 TTCTCACAGA GTTTACATTT TAAAACATGT ATTGTTCCTT GTCAACTAAT GGCCAAACCT

       

22196087 TTTTTTCTTT ACAGATCGGA GCCCCGGGGG ACCCTCAGTA CGACCGACGA AATTTACCCG

       

22196147 GATTCGTCCG ACAGCAGTCT TTACGTTTCA GACGAGGAGC AGGAAGACGC CTCTCAGTAT

 
    

        AA 
HindIII-AgeI
AAGTTCACCG 

sense 
GTTTCGAG 

22196207 TGCCGCGGTG GATACCATCC AGTAGTCATC GGAGACATAT TTGACAACCG GTTTCGAGTG

       

22196267 GTCAGAAAAC TGGGCTGGGG CCATTTTTCC ACTGTCTGGC TATGCCGGGA TCTCAAGTAT
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22196327 GTGATGAAAT GTCGAACTTA CCATAAAACA AGCTCTTTCA AACTTCATGC TTTCCCCAGA

       

22196387 GATGAGAAGT ACGTGGCCCT CAAGGTTGTT AAGAGTGCTC CGCATTACAT AGAGACGGCA

       

22196447 

GCGGACGAGA TCCGGCTCCT 
GGAAGCTATC 

CGTGACGCAG ACCCCATGGA CGTTAAGCGG

       

22196507 GAGAGGATCG TGCGGCTGAT GAACCACTTC ACTGTGCGCG GTGTGAATGG AATGCACACC

       

22196567 TGCCTGGTTT TCGAGGCCCT GGGCTGCAGC TTGTATAAGC TGATAGTGAA GAACAACTAC

  Screen JO 1. Exon klein  sense   

22196627 CAGGGTCTGG CCATCGCTCA GGTGCGTAAC ATAATCCGCC AGGTTTTGGA GGGACTGGAC

       

22196687 TACCTGCACA GCAAGTGTAG CATCATACAC ACGGACATTA AGCCGGAGAA CATCCTGCTG

       

22196747 GTGATCGATA ATGCCGCCGC GATGAACCAG CAGATCGACG ATGAGATCAA CAGTCTGCGC

       

22196807 GTGAAGGGTG TCGACTTCCC CGACTCGTAC AGTGAGTATC AGTATCCAAG TTGAGTTGCC

       

22196867 AATGGCTAAT GCGTTCCACC CTTAGTCAGC TCCATCGAGA AGCAGACCAA GTCGCGGGCC

       

22196927 AAGTGGCCAC TGATCGAGCC AAATGGATCG ACCAACACCA ACACTAACAC TAGCAATAGC

       

22196987 ACGGCGACCA ATTCCAATTC GTCGACTCCG CTGGCCGCCG TGATCATGTC CACGCTGGAC

       

22197047 AAGGAGGACA CCACGACAAC CACCTCGTCC ACGCTCAATT CCAACACCAC ATCATCGCTG

       

22197107 GCCTCCAAGT ACTCCAGTCT GTTGGGGGAC AGCGAGTGCA ACGGAGGCCT CGGCGGATCA

       

22197167 GCGAACATAA ACAACCGCTA CCGAACGGAG AAGAAAATCA CTGCCAAGGT AAGATTGCTT

       

22197227 TCAAACAGGT CGCCCCTGCC CCACACTCGA AAGCACTGGC CAGGATTACA TATACGTTGT

       

22197287 GGTGTGCATG GAAAGCATTT GCACTCTCCA CATTGTGAGC CCACCTGCAA ACACACACTG

       

22197347 CACACCAAAG GAACACGAAA TTCTTACGTT TTACTTTTGT TTCATTTTAT TTTCGCGTTA

       

22197407 TCTTTGCCTT TGGTTTGACA CTCGTATCAG TCTTCTGGGG ATTGCGACGA AGATGCCGAG

    Alternativ gespleißtes Exon 

22197467 TCCGACACGC TGGGCGAGCA GAGCACCTTG GCGAGCACCA TGGATTCGCC CACCGATCTC

   Extra Exon anti   

22197527 GATCCCGAAC CCGAACTCGA TTCCAAGCCC AACACCGTAC CCGAGCCAAG TGAAGGACCG

       

22197587 ATCCCAGAGG TAAAGTGGGT TGGATGCGGG ATAGTTGTTA GTGATAGCCC GGTCATTAGA

       

22197647 AAGAACCGCT GGATAATCTG TTCCACTTTG GATTATATGT GTTGTTATTT GGGGGCAAAT

       

22197707 CCGCCTCTCT GCTGTTTACT TAACGTTTTG GATTATCGCT TTTCGTTTGA ATTTGTTGTC
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22197767 TCTCAGCCTC ACACACACTT AACCCACATG CTTTTTCAAG GCAATTATTT CCTGGATCGA

       

22197827 AACGCCAAAT GCTTGATTGA TTGTGGGCAT GGCCATCTTT TTATGTGTCT GTAACGGGTT

       

22197887 CTTGTCATGT GCTTAACGTT TGCATTGCTA CCTGCTAATT GCATACACAT CTTATTGGTG

       

22197947 TTCTCATGGA TCTGTGGCTA CAGAAGTGAA AAAGTTCAAA TGGTTCTAAA AATAATGATA

       

22198007 GCTATTTGTA ATTTTCGAGA TAAGATAAAA CGCCATTGAG TAATGTACAG TGAATTATGC

       

22198067 ATAAATTATA AATGTATATG TTAATAGATT CGCAATGCAT CATACTTTAA ATTTAAATTA

       

22198127 ACATTTTACC CTATTTGTTA TTAGCTACTC ACAATAGAAA TGAATTCCAT TGAACTTCTT

       

22198187 TGGCCACACC TACATATATG ATTGAAATGT GTTTAGGCTA AAATGTTTTT ATTGTAACTT

       

22198247 ATTATTGTAG AGGCATTTCT ATATTAAACC TCCAGTGGCA TGTCCAACTC AGCATATCAC

       

22198307 TGGGAGAGTA ATCCGTGGCA ATCACCGCTA GGGTTTCGAC ACGCAATCCG AGCGTTGACT

       

22198367 GCCACGTCGT TTGTGTTTCG TTAATTGCAC CAACTAGATA AACCTTCAAA GAAGCAAACC

       

22198427 AACATTGTGT ATTCTTTTTC TTCCTTTCTT TGTGTGAACC AATTTACATG TATGCAACAC

       

22198487 ACTGCTATAC AAACACGATG CAGCAGCCCA CCCCGAACTC CACCAATAGC TCCTGCCCCT

       

22198547 CCCACAACAC AGCCACGATA GCTAAGTCCA AGATCAACTC GAATATTCTG AGCACGTGCA

       

22198607 CGTCCTTGAC ATCGACCAAC GAATACTGTT TCACCAACAC GAACACCACA ACAGCCTCCA

       

22198667 CACCAAGTGC CCCTCCAAGT GCCACTCCTT CCTCCGCCCC TGCCTTAGCC TCTGCCACGC

       

22198727 CCCCCAGCAC GTGCACGCCC TCGTTCACGC AAATAGCTCC TTCTGCAACA GCTCCGGCTA

       

22198787 CCAGTACAAC CTGTACAACA TCAGCCGAGT TCTATGATGG CGATCATAAA ACAACAAGCA

       

22198847 CATCAACAAC AACAACATCC AATGCGATAT CCTCCGCAAC AACAACAACC GCGACAACGA

       

22198907 CAACAGCAAT CGCTAAACTA AATGTCCATG CTAATGCCAT TCCTTCGCAG AACCAGAGTC

       

22198967 AGAGTAGCCA GAACAACACC TACACGATCC AGTCGCTCAT TGACAACAGC AACGTTCGGG

       

22199027 TAAAGATCGC CGACTTGGGG AACGCCTGCT ACGACGTGAG TATCCTTTTA GATGCTTAAA

       

22199087 GCTTCAAATA TATATATTTT CGCGTCAGAT AAACACATCA TCATGATTTC ACTCGTAGAT

       

22199147 TATGACTCAG TATGACTCAA TAAAGTATAT ATGTATGTAT ATTCATAATC AGGAATGCAA

       

22199207 ACTAGAAAAT TTCAATATCC AAAATTGTTT TATTTGCGCG TGGCAGTTTT GATTATTGGC
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22199267 AACATCTGGA ATCAGCCTAA TCTCAACATT CGAGCTTTTA TAGGTCCTGA GATCGAGTAG

       

22199327 TTCATACGGA CAGAAGAACA AACGAACATG GCTATATGGC ATCCAAAATA ACACTTCACT

       

22199387 CTACCTGTTA CATACTTTTC AATGATTCTA GTGAACCCTT TTACTTTACT TTAAAGGGGG

       

22199447 TATGGAGTTA TTTGTACTTT AGATTCTTCC GATTCGGTAT AAACCAATTT TTTGCCATTA

       

22199507 TTCTATTACG GTTTTTATTT TATTAGAATG GGACCAATTG TCTATAGAAA ATGCAAATCA

       

22199567 GAAAATTTCA AGAAATCAGG TCTACCTAAA TAGTGGACGT GGGAGGGATA ATTTTCCGAA

       

22199627 TTGAGGGCGT GACAGTTTTT TGTGGTTTGT AGGCATTAGA GTGGGCAAAA TGTTTTGGCA

       

22199687 TATCAATAGA AATTGCAAGG CAGAAGGACA TGGCCAGATA AACTCTTCTA GTAATCCTGA

       

22199747 CCGAGAATAT ATACCTTTTA AGGTCGGAAA CACGACCCCG CACATGGTTT TCAAAAGTAA

       

22199807 TAAGTCCGTT TTCGGCTTTC TATGAATTCT CAGTACCATC ACTTTACTGA GGACATTCAG

       

22199867 ACTCGCCAGT ATCGATCAAT CGAGGTTCTT TTGGGAGCGC CGTACAATTA TACCGCCGAC

   BglI anti    

22199927 ATCTGGAGCA CAGCCTGTTT GGCCTTCGAG CTGGCCACCG GCGACTACCT GTTCGACCCT

       

22199987 CACGCCGGAG AGTCTTACAG TCGGGACGAG GACCACTTGG CGCATATTGT GGAGCTGCTG

       

22200047 GGCTCCATAC CGCAGTCGGT GATCTTCCGC GGTAAGCACG GGCTGAAGTA CTTCACCAGC

       

22200107 TATGGTAGGT ATCAAATCGA ATTTAGCTCA AGGAATGGTG TGTGATGTGT GACCCCTGTT

       

22200167 GATTCCCATT TGCAGGTAGC CTGAGGAACA TCACCAAGCT GAAGCCCTGG AGTCTAATGA

       

22200227 ACGTGCTGGT GGAGAAGTAC GACTGGGACC CGGTGGAGGC CAAGAAGTTC TCCGACTTTC

       

22200287 TGCTGCCCAT GCTTGAGTAC AATCCGGTTA TACGGGCGTC GGCAGCGGAG TGCCTGCAGC

   GFPcNot anti    

 

        CTC 
 
 
        TC 
 
 
CCTCGTCCTC 
 
 

CTCAAGCAGC 
 
Crpk-eGFP- 
CTCAAGCAGC 
 
eGFPCrpk-  
CTCAAGCAGA 
 
 

GCCGGCGAAAA 
 
NotI anti 
GCCGGCGAAA 
 
XhoI anti(2) 
TTGAGCTCAAA 
 

 

  

22200347 ATCCGTGGTT GGAGCAGGAG GAGTTCGTCT AAGAGGCTCA TGGAGTGACT AGACAGCCAG

       

22200407 AGAGACACAG GCATAGGCAC AGTAAAATAT TGCATACATA ACATACGTAT TTCGTACTCG

       

22200467 TATTGTATTT CTAGGCTTAA CTTTTATATG CAAACAATTT GCCATAAAGA GGAGGTAGCA
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22200527 GGAAAATGGG ATGAGGAGCT AGCATTAAAG GACTCGATCG AAGCACACAC ATTTTACACT

       

22200587 TACGAAATGC GGACGATGTG GGGGCGTTCC GCGTCGAATT TTTTAAGCTT TTTAATTTTT

       

22200647 GTACTTGAGA GCTTTAAAAT GTAATTACTA AAGAAGCGAT TTTACTTTTA ACGACAAAAG

       

22200707 CAAACGAGAG AAGTAGCGCA AATGTTTTTC AAGTTTTATT TCGACGACGT GCATATAAGT

       

22200767 ATATACATAC ATATACACAT ATATTTTTTA TTAACTGAGA AACAAAAACA AAAGACAATG

       

22200827 ACGACAATTT TTAGTCAACA GATGCCTAAA CTGACTGACT GAAAAGGAAT ACATTTTCAT

       

22200887 GCGAAACCAA GTAAAACCAA ATCAGTGAGA AATGCTAAAT AGATTGTACG AACTAGCAAA

       

22200947 ATATTCAGCA TCACATAAAT AACAATACCT TCTATAATAT TAATAAGCAA GTATGTGTAT

       

22201007 AATTAACGAA ACCCCATTGT AGATATCGAG AATGTTCACA AATACAGATG TAAACTCAAA

       

22201067 TATTGACAGC TTTTTAGCAG AGTGTAGTGA TTTTGGTACA TTTAACCGAA CCCATTTGTA

       

22201127 GATGTTTAGG CCTATGTTGA TTACGAGCAG ATTTGAAAAG ATGCCCTACT TACCCGATTT

       

22201187 CGGTTTGCAA AACTTATCAT TTAACCATCC GTGAAAAAGA ACCTATCCCA GATCATGTAA

       

22201247 TTCAAAAAGA ATTAAAAACA ATAATAAATC ATTGCATAAA AGTCTTTGTA TCGGAATTGA

       

22201307 AAACTCAAAA TCGAAATTTA AATACTACCA ATGATAACTA CTGAGAAATC ATATTACAAA

       

22201367 ATAACGAAAA CATATTTTAC TACTTGCCTA CAAGTATTTG TACACAAGCC TACAAAGTAA

       

22201427 CATTGAACGT GACCAAATAA TTTAATATTG CGGAAGATTT TTCCCCCAAA CTCATATTTA

       

22201487 ATATACACAC ACGTGTGCGC ATGTGTCCAA ATGAAATTTA ACAGAAATTG AAGCGGAGGA

       

22201547 GCTGCACGTT CGCGGGAGTG GACACATATT TCAATAAGCC GAAATAAAGA ATATACATAC

       

22201607 CGATCCGA      
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