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Einleitung

1. Einleitung

1.1  Das larvale Nervensystem System von Drosophila melanogaster

Untersuchungen des Nervensystems von Drosophila haben maB3geblich zum Verstindnis der
Neurobiologie beigetragen. Die Verwendung der Vielzahl an genetischen Werkzeugen hat
wichtige Entdeckungen zur Entwicklung und Funktion des Nervensystems ermdglicht (Bellen,
2010). Beispielsweise erlaubt das UAS-GAL4-System, das urspriinglich in Hefen entdeckt
wurde, die zeitlich und rdumlich kontrollierte Expression beliebiger DNA-Fragmente (Brand

and Perrimon 1993).

Durch die leichte Zuginglichkeit eignet sich das larvale neuromuskuldre System von
Drosophila als Modellsystem zur Untersuchung einer Vielzahl von Fragestellungen in der
Neurobiologie, wie beispielsweise die Mechanismen der Neurotransmitter-Freisetzung sowie
der funktionellen und strukturellen synaptischen Plastizitét (Griffith and Budnik 2006). Da fiir
die meisten Gene, deren Mutation beim Menschen mit neuropathologischen Defekten assoziiert
ist, ein Homolog in Fliegen vorkommt, stellt Drosophila einen guten Modellorganismus zur
Untersuchung dieser neuropathologischen Erkrankungen dar, wie die Forschung an ALS
(Amyotrophe Lateralsklerose) oder der Alzheimer- und Parkinson-Krankheit zeigen (Reiter,
2001; Greeve, 2004; Watson, 2008; Fernandes, 2011).

1.2 Aufbau des larvalen neuromuskuliren Systems von Drosophila

Das larvale neuromuskulidre System von Drosophila ist einfach aufgebaut und besteht aus 32
Motoneuronen in jedem Hemisegment des Ventralganglions, die wéihrend der embryonalen
Entwicklung gebildet werden (Bossing, 1996; Landgraf, 1997). Die Zellkdrper der
Motoneurone liegen im Cortex des Ventralganglions. Wihrend der Embryonalentwicklung
strecken sich die Axone aus dem Ventralganglion in die Peripherie aus. Die Motoneurone
werden aufgrund ihrer Wegfindungsmechanismen, der Wachstumsbahn des Axons und der Art
des zu innervierenden Muskels in drei Klassen und fiinf Unterklassen aufgeteilt:
Segmentalnerven (SNa und SNc), Intersegmentalnerven (ISN, ISNb und ISNd) oder
Transversalnerven (TN) (Hoang and Chiba 2001). In jedem Hemisegment befinden sich 30

lange und durch ihre Position einfach zu bestimmende Muskelfasern, die sich in jedem
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Abdominalsegment wiederholen (Abb. 1.1). Jedes Motoneuron verzweigt in einem
charakteristischen Muster und innerviert bestimmte Muskelgruppen oder einzelne Muskeln.
Fast jeder Muskel wird somit von mehreren Motoneuronen innerviert (Abb. 1.1) (Crossley,
1978; Keshishian and Chiba, 1993). Motoneurone sind anhand der hauptsichlich sekretierten
Neurotransmitter in drei verschiedene Typen unterteilt. In Drosophila ist die haufigste Klasse
die der Typ I-Motoneurone, die hauptsidchlich den Neurotransmitter Glutamat ausschiitten. Die
Termini der Typ I-Motoneurone bilden glutamaterge Synapsen mit dem zu innervierenden
Muskel. Durch die synaptische Transmission dieser Motoneurone wird die Muskelkontraktion
stimuliert (Jan and Jan 1976; Johansen, 1989; Landgraf, 1997). Die beiden anderen Klassen
von Motoneuronen, Typ II und Typ III, setzen hauptsdchlich den Neurotransmitter Octopamin
oder Neuropeptide frei, zudem enthalten sie aber auch Glutamat-gefiillte Vesikel (Cantera and

Nassel, 1992; Monastirioti, 1995).

Abb. 1.1 Schematische Darstellung der Axonwege von Motoneuronen

Exemplarisch abgebildet sind die Innervierungsmuster des Intersegmentalnervs (IS),
Segmentalnervs (SN) und des Transversalnervs (TN), wobei fiir den SN-Nerv nur SNa gezeigt
ist. In dieser Darstellung sind nicht alle Muskeln und Motoneurone enthalten. Die gestrichelte
Linie soll die Bereiche beschreiben, in denen der Nerv unterhalb der Muskeln liegt. Aus Menon,
2013.

Die stereotype Struktur der neuromuskuléren Synapsen, der Innervierung eines Muskels in
einem Abdominalsegment, weist das gleiche Verzweigungsmuster an einer Muskelfaser in
verschiedenen Abdominalsegmenten auf. Der einfache Aufbau des neuromuskuldren Systems
und das stereotype Verzweigungsmuster der Motoneurone ermoglichen einzelne
neuromuskuldre Synapsen zu identifizieren und identische Synapsen zwischen

unterschiedlichen Tieren zu vergleichen (Keshishian and Chiba, 1993).
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1.3  Die neuromuskuléire Synapse von Drosophila melanogaster

Die molekulare Maschinerie von Synapsen ist hoch-konserviert, weshalb die grundlegenden
funktionellen und strukturellen Prinzipien in Modellorganismen wie C. elegans und Drosophila

melanogaster untersucht werden konnen (Ruiz-Canada and Budnik, 2006).

Die larvalen neuromuskuldren Synapsen von Drosophila sind glutamaterg und verwenden
ionotrope Glutamatrezeptoren, deren Untereinheiten homolog zu den Untereinheiten der
Glutamatrezeptoren des AMPA-Typs (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
acid) im zentralen Nervensystem der Vertebraten sind (Schuster, 1991; Ultsch, 1992; Betz,
1993; Marrus, 2004; Featherstone, 2005; Qin, 2005). Auf der Oberfliche embryonaler Muskeln
sind die Glutamatrezeptoren homogen verteilt. Erst nachdem der Wachstumskegel des Axons
den Muskel erreicht hat, verdichten sie sich an der Kontaktstelle zusammen mit DLG (Disc
large, Lahey, 1994), dem Drosophila Ortholog von PSD-95, ein postsynaptisches Gerlistprotein
aus Sdugern, als Antwort auf die Freisetzung von Glutamat der prédsynaptischen Seite.
Daraufhin differenziert der Wachstumskegel des Axons zu priasynaptische Termini (Broadie
and Bate, 1993a and b; Featherstone, 2005). An jeder Muskelfaser hat sich bis zum Ende der
Embryonalentwicklung eine funktionelle neuromuskulére Synapse mit einer definierten Anzahl
an synaptischen Endknopfchen (Boutons) gebildet. Boutons beherbergen die synaptischen
Verbindungen und enthalten mehrere Aktive Zonen, die zur Freisetzung von Neurotransmittern
dienen. Jeder Aktiven Zone liegt ein Glutamatrezeptorfeld gegentiber (Abb. 1.3) (Jan and Jan,
1976).

Waihrend der larvalen Entwicklung dringen die Glutamatrezeptorfelder tiefer in den Muskel ein
und werden von Einstiilpungen der Muskelmembran, dem Subsynaptischen Retikulum (SSR)
umschlossen, das Rezeptoren, Geriistproteine und postsynaptische Signalkomplexe enthélt
(Broadie and Bate, 1993a; Chen and Featherstone, 2005). In jedem Entwicklungsstadium der
Larve und an den individuellen Muskeln weisen Typ [I-Motoneurone eine stereotype
Morphologie auf: ein fast reproduzierbares Verzweigungsmuster, eine bestimmte Eintrittsstelle
des Nervs und eine Synapsen-spezifische Anzahl an Boutons (Budnik, 1990; Broadie and Bate,
1993a; Yoshihara, 1997). Wiahrend der Entwicklung vom friihen Embryonalstadium bis zum
wandernden dritten Larvenstadium wéchst die Fliche der Muskeln um das 100-Fache an. Um
diese Verdnderung zu bewiltigen und die Starke der synaptischen Transmission zu bewahren,
werden wihrend dieser Entwicklung stetig neue Boutons hinzugefiigt. In dieser

Entwicklungsphase wird die Anzahl der Boutons um das 10-fache, die Anzahl der Aktiven
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Zonen um das bis zu 100-Fache erhoht (Atwood, 1993; Schuster, 1996). Die neuromuskuldren
Synapsen eignen sich als Modell zur Untersuchung der synaptischen Plastizitit, da wéihrend des
Muskelwachstums ihre Struktur stark verdndert wird (Collins and DiAntonio, 2007). Im
wandernden dritten Larvenstadium wurden zur Innervierung eines Muskels in einem
Abdominalsegment in einer neuromuskulidren Synapse etwa 20 - 50 Typ [-Boutons gebildet,
die jeweils etwa 10 Aktive Zonen enthalten. Die neuromuskulidre Synapse der Muskeln 6/7, die
in vielen Studien untersucht wird, innerviert zwei Muskeln und hat somit auch die doppelte
Anzahl Boutons, Aktiver Zonen und Glutamatrezeptorfelder (Abb. 1.2) (Keshishian, 1993;
Budnik, 2006).

Abb. 1.2 Darstellung des Hautmuskelschlauchs
von Drosophilaim dritten Larvenstadium
Die Muskel 6/7 in den Abdominalsegmenten A2

und A3, die in dieser Arbeit untersucht wurden,

6/7

. sind in grin markiert. (Links) Schematische

Darstellung des Hautmuskelschlauchs. Veridndert

A nach Hoylab.cornell.edu. (Rechts) Priparation
des Hautmuskelschlauchs gefdrbt mit Phalloidin

(rot), um die Muskeln sichtbar zu machen und mit

einem Antikorper gegen HRP (blau). um den Nerv
zu visualisieren. Aus Giffith and Budnik, 2006.

Die verzweigten Axon-Termini der Typ [-Motoneurone sind aufgrund der Grof3e der gebildeten
Boutons in zwei Klassen unterteilt: Typ Ib (big; Durchmesser: 3 um—35 pm) und Typ Is (small;
Durchmesser: 1 pum— 1,5 um). Die meisten Typ Ib-Motoneurone innervieren nur einen Muskel
und bilden groe Boutons mit einem stark ausgeprdgten und dicht bepackten SSR, wihrend
Typ Is-Motoneurone Muskelgruppen innervieren und kleinere Boutons bilden. Die beiden
Klassen unterscheiden sich zudem in der Zusammensetzung der Untereinheiten der
Glutamatrezeptoren. Jeder Muskel wird von mindestens einem Typ Ib-Motoneuron innerviert

(Atwood, 1993; Hoang and Chiba, 2001; Landgraf, 2003; Marrus, 2004).
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Die neuromuskuldre Synapse der Ventrolateralmuskeln 6 und 7 enthdlt Typ Ib- und Typ Is-
Boutons, da zwei Typ [-Motoneurone (RP3 und MN6/7b) die Muskeln innervieren. Das
Motoneuron RP3 bildet Typ Ib-Boutons aus, wihrend MN6/7b Typ Is-Boutons hervorbringt
(Atwood, 1993; Keshishian, 1993).

1.4  Aufbau der postsynaptischen Seite

Die Postsynapse der neuromuskuldren Synapse weist eine elektronendichte Struktur auf, die
postsynaptische Verdichtung (PSD), in der sehr grof3e Proteinkomplexe bestehend aus iGluRs,
Geriist- und Signalproteinen zu finden sind (Ziff, 1997; Dresbach, 2001).

Fiir die Stabilisierung der ionotropen Glutamatrezeptoren (iGluR) an der Synapse ist die
Bildung von Heterotetrameren essentiell. Die iGluRs in Drosophila bestehen aus vier
Untereinheiten: entweder GIuRIIA oder GluRIIB, GluRIIC, GIuRIID und GIuRIIE (Qin, 2004).
Der Verlust einer Untereinheit fiihrt zu embryonaler Paralyse, da die iGluR naszierender
Synapsen keine Cluster bilden kdnnen. Zudem ist die Expression jeder Untereinheit nicht nur
essentiell fiir die Lebensfdhigkeit, sondern auch fiir die Lokalisierung der anderen

Untereinheiten (DiAntonio, 1999; Marrus, 2004; Featherstone, 2005; Qin, 2005).

Durch die Zusammensetzung des Glutamatrezeptors werden dessen elektrophysiologischen
Eigenschaften reguliert. Die alternativen Untereinheiten GIuRIIA und GIuRIIB haben einen
Einfluss auf Rezeptoreigenschaften, die Desensibilisierung des Rezeptors wird durch die
Untereinheit GIuRIIB beschleunigt (Typ B-Rezeptor), wihrend GIluRIIA diese verlangsamt
und dadurch die synaptische Transmission verstéirkt (Typ A-Rezeptor) (DiAntonio, 1999). Die
Untereinheit GIuRIIC ist essentiell fiir die synaptische Transmission; wiahrend die Untereinheit
GIuRIID, die in allen NMJs zu finden ist, nicht nur fiir die Stabilisierung und den Aufbau der
iGluR an der neuromuskuldren Synapse wichtig ist, sondern auch fiir das Wachstum der
Synapsen und zudem die synaptische Transmission beeinflusst (Marrus, 2004; Featherstone,
2005; Qin, 2005). Die Zusammensetzung der iGluR reguliert demnach die
Depolarisierungskinetik der Rezeptoren und den ,,Quantal Content*, der Anzahl an Vesikeln,

die pro Aktionspotential freigesetzt wird (DiAntonio, 1999; Sigrist, 2002).

Die Mechanismen, die der Bildung von iGluR-Clustern zugrunde liegen, sind noch nicht
aufgekliart. In Sdugern konnte gezeigt werden, dass die iGluR durch Interaktionen mit
Geriistproteinen der MAGUK-Familie (membrane-associated guanilate kinase) und dem Aktin-
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Cytoskelett an der postsynaptischen Seite Cluster bilden. Dabei interagieren MAGUKSs iiber
PDZ-Dominen mit den iGluR-Untereinheiten (Bredt and Nicoll, 2003; Sheng and Pak, 2000).
In Séugern sind an der Bildung der iGluR-Cluster neben den iGluR-Untereinheiten auch
Proteine beteiligt, die PDZ-Doménen oder Geriistkomponenten enthalten oder das Cytoskelett

binden (Kim and Sheng, 2004; Groc and Choquet, 2006).

In Drosophila werden die GluR-Cluster durch einen anderen Mechanismus gebildet, da die
iGluR-Untereinheiten keine PDZ-bindenden Domédnen besitzen. Obwohl keine direkte
Interaktion der iGluR-Untereinheiten mit DLG, einem postsynaptischen MAGUK-Protein aus
Drosophila, vorliegt, ist DLG dennoch eine wichtige Komponente zur Stabilisierung der

Typ B-Rezeptoren in den postsynaptischen Verdichtungen (Cheng and Featherstone, 2005).

Die iGluR-Komplexe diffundieren zundchst in den naszierenden Synapsen. Dabei werden
Typ A-Rezeptoren stabil in die unreifen PSDs integriert, wihrend DLG und andere
postsynaptische Proteine beweglich bleiben (Rasse, 2005).

Bisher konnte nur fiir Coracle (Cora), einem Drosophila Homolog zu den brain 4. 1-Proteinen
aus Sdugern, eine direkte Interaktion mit den iGluR-Untereinheiten nachgewiesen werden.
Cora stabilisiert demnach Typ A-Rezeptoren in den PSDs, indem es die Rezeptoren mit dem
Spectrin-Aktin-Cytoskelett ~ verankert (Cheng, 2005). Zudem bindet Neto, ein
Transmembranprotein, reife iGluR selektiv und effizient, um stabile Rezeptor-Komplexe zu
bilden (Kim, 2012). Die PSD naszierender Synapsen enthalten hauptsidchlich Typ A-
Rezeptoren. In Abhingigkeit der neuronalen Aktivitit wird die Zusammensetzung der
Rezeptoren veréndert, indem vermehrt GluRA- durch GluRB-Untereinheiten ersetzt werden

(Koh, 1999; Morimoto, 2009).

Waihrend der Reifung der neuromuskuldren Synapse wird DLG an der postsynaptischen Seite,
nicht aber in den PSDs angereichert. Die DLG-Konzentration nimmt mit dem Wachstum des
SSR zu und reguliert dieses (Guan, 1996; Thomas, 2000). Dariiber hinaus kontrolliert DLG
durch die Interaktion mit Fasciclinll (Fasll) die GroBe der synaptischen Verkniipfungen, wie
beispielsweise die Fliche der Aktiven Zonen und PSDs (Cheng and Featherstone, 2005;
Ataman, 2006). Wihrend die neuromuskulédre Synapse wéchst, wird die Bildung neuer Boutons

durch lokale Verdanderungen der FaslI-Konzentration reguliert (Schuster, 1996a; Ashley, 2005).
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1.5 Aufbau der Aktiven Zone

An der Aktiven Zone der prédsynaptischen Endigungen findet die Freisetzung von
Neurotransmittern statt (Couteaux and Pecot-Dechavassine, 1970). Ein Signal erreicht das
prasynaptische Terminal in Form eines Aktionspotentials und wird durch die Ausschiittung von
Neurotransmittern, die in synaptischen Vesikeln (SV) aufbewahrt werden, auf die
postsynaptische Zelle iibertragen. Durch die Depolarisation des Neurons werden
spannungsabhiingige Calciumkanéle gedffnet, der folgende Ca**-Einstrom initiiert die Fusion
der synaptischen Vesikel mit der prdsynaptischen Membran an spezialisierten Stellen, den
Aktiven Zonen, die den PSDs, die die Rezeptorfelder beherbergen, gegeniiberliegen (Couteaux
and Pecot-Dechavassine, 1970). An den Aktiven Zonen der neuromuskulidren Synapse von
Drosophila befinden sich elektronendichte, T-formige oder, dreidimensional gesehen, Donut-
formige Strukturen der Cytomatrix, die T-Bars, die durch ihre Struktur die Exozytose der
synaptischen Vesikel begiinstigen (Stewart, 1996; Reiff, 2005). Die Cytomatrix der Aktiven
Zonen (CAZ) besteht aus Proteinen des Cytoskeletts, wie Aktin und Spectrin, und
Geriistproteinen verschiedener, konservierter Proteinfamilien, wie beispielsweise RIM (Rab3
(Ras-related in brain3)-interacting molecule) und RBP (RIM binding protein), Liprin-a, Unc-
13 und schlieBlich Proteinen der ELKS/CAST-Familie (ELKS-rich protein/cytomatrix-
associated scaffold protein (CAST)) (Atwood, 1993; tomDieck, 1998; Garner, 2000). In den
Aktiven Zonen von Vertebraten sind zusétzlich Piccolo und Bassoon mit der CAZ assoziiert,
es wird angenommen, dass ihre Aufgabe ist, die synaptischen Vesikel aus dem Bouton zur
Aktiven Zone zu leiten. Bassoon wird zusitzlich zur Bildung und Aufrechterhaltung der
Struktur der Aktiven Zonen und zur Lokalisierung der Calciumkanéle bendtigt (Wang, 1999;
Fenster, 2000; Hallermann, 2010). Die Geriistproteine ELKS, RIM und RBP kontrollieren die
genaue Abstimmung des Ca**-Einstroms mit der Exozytose der synaptischen Vesikeln iiber die
Fusionsmaschinerie aus SYT (Synaptotagmin), Unc-13, Unc-18, SNAP-25 (synaptosomal-
associated protein), Syntaxin und Synaptobrevin (Katz and Miledi, 1967; Sollner, 1993;
Littleton, 1993; Chen, 1999; Chapman, 1995).

Eine Komponente der Aktiven Zone der Synapsen von Drosophila ist das Gerlistprotein
Bruchpilot (BRP), dessen N-terminale Domidne Homologien zur EKLS/CAST-Familie der
Vertebraten aufweist. Die C-terminale Domédne hingegen zeichnet sich durch Coil-Coil-

Strukturen aus, wie sie bei Proteinen des Cytoskeletts zu finden sind. Als Hauptbestandteil der
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T-Bars ist BRP wichtig fiir die Struktur der Aktiven Zonen und dient zum Andocken der SVs
an die CAZ und ist somit an der Regulation der synaptischen Transmission beteiligt (Abb. 1.3).
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Abb. 1.3 Schematische Darstellung eines Boutons der neuromuskuliiren Synapse

Die Abbildung ist stark vereinfacht. Das Andocken synaptischer Vesikel (gelb) an die Aktive
Zone wird iiber BRP (griin) vermittelt. Uber Ca*-Kaniile, die Untereinheit Cacophony (Cac; blau)
ist reprisentativ dargestellt, wird die Freisetzung von Glutamat (rot) ausgelost. Auf der
postsynaptischen Seite liegen die Glutamatrezeptorfelder (grau) den Aktiven Zonen gegentiber.
Durch den Verlust von RSK sind die Flachen der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder
kleiner.

Des Weiteren wird BRP zur Lokalisierung der Calciumkanéle an der Aktiven Zone bendtigt.
Somit vereint BRP die Funktionen der ELKS/CAST-Proteine und Komponenten des
Cytoskeletts (Kawasaki, 2004; Wagh, 2006; Hallermann, 2010). Fife, ein mogliches Ortholog
zu Piccolo in Drosophila, reguliert die Struktur und Funktion der Aktiven Zone (Bruckner,
2012). Die Geriistproteine oligomerisieren zur CAZ (Dresbach, 2001; Zhai and Bellen, 2004;
Wagh, 2006), wobei RBP mit den spannungsabhingigen Ca®*-Kanilen interagiert, die dadurch
stabilisiert werden. Des Weiteren werden auch die Vesikel nahe an die Ca**-Kanéle gebracht,
um die Effizienz und Geschwindigkeit der Signaliibertragung zu erhohen (Abb. 1.3) (Wang,
2002; Hibino, 2002; Spangler, 2007; Stidhof 2012). Die CAZ ist ein essentieller Teil der
molekularen Maschinerie, die zur Freisetzung von Neurotransmittern bendtigt wird. Die
Aktiven Zonen unterscheiden sich deutlich in ihrer Grofe, die durch die Menge an BRP
kontrolliert wird (Kittel, 2006).
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1.6  Synaptische Plastizitit

Neben den strukturellen Verdnderungen, die auf das Muskelwachstum zuriickzufiihren sind,
kann auch die neuronale Aktivitit einen positiven Einfluss auf das Wachstum der
neuromuskulidren Synapse haben (Budnik, 1990). Dem Nervensystem dienen Verdnderungen
in der Struktur und der Funktion der synaptischen Signaliibertragung zur Anpassung und
Reaktion auf Verdnderungen in der Umwelt und stellen so die fundamentalen Vorgénge in der
Informationsverarbeitung, der Bildung des Geddchtnisses und dem Lernen dar (Kandel and
Schwartz, 1982; Griffith and Budnik, 2006). In der neuromuskuldren Synapse sind viele
Signalkaskaden aktiv, um interne und duere Verdnderungen wahrzunehmen und folglich die
Struktur der Synapse dran anzupassen. Diese Signalkaskaden sind auch wichtig fiir die Kurz-

und Langzeitplastizitit im ZNS von Vertebraten und Invertebraten (Griffith and Budnik, 2006).

Als Kurzzeitplastizitit oder funktionelle Plastizitét werden aktivititsabhdngige Verdnderungen
in der evozierten Antwort des Muskels auf einen Stimulus beschrieben, die als eEPSC-
Amplitude (evozierte exzitatorische postsynaptische Strome) gemessen werden kénnen (Jan
and Jan, 1978). Fiir die Langzeit- oder strukturelle Plastizitdt miissen Proteine synthetisiert
werden, da die Struktur der Synapse durch aktivitdtsabhdngige Signalwege verdndert wird. An
der priasynaptischen Seite kann die Anzahl oder die Anordnung von axonalen Verzweigungen,
sowie die Anzahl und GroBe der Boutons verdndert werden. Zudem kann auch die Anzahl und
Flache der Aktiven Zonen oder die Anzahl der Vesikel, die pro Aktionspotential ausgeschiittet
werden, beeinflusst werden. Auf der postsynaptischen Seite konnen Anzahl oder Fliche der
postsynaptischen Verdichtungen, sowie Anzahl und Lokalisierung der Rezeptoren oder
Gertistproteine modifiziert werden. Ein weiterer kritischer Aspekt flir die Langzeit-Plastizitét
ist die Synthese von GluRIIA-Rezeptoren, wodurch die Rezeptoreigenschaften verdndert

werden (Griffith and Budnik, 2006).

1.7  Axonaler Transport

Fiir die Bildung und Erhaltung pra- und postsynaptischer Strukturen sowie die Entwicklung
und Erhaltung von axonalen und dendritischen Prozessen ist ein regulierter aktiver Transport
innerhalb des Neurons entscheidend. Durch Mechanismen, die vorrangig von Motorproteinen
abhingen, konnen unterschiedliche Organellen und présynaptische Proteine, sogenannte

Cargos, im Axon entlang dem Cytoskelett bewegt werden. (Kreutzberg, 1969; Griftin, 1976).
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Beispielsweise werden priasynaptische Proteine und synaptische Vesikelvorldufer (SVP) im
Soma synthetisiert und miissen anschlieBend zur Synapse transportiert werden. Ebenso miissen
Proteine und Botenstoffe, wie Neurotrophine, von den Synapsen zuriick in den Zellkorper
gebracht werden. Neurotrophine binden in der Pridsynapse an Neurotrophinrezeptoren und
werden daraufhin als Signalkomplexe zuriick in das Soma transportiert, um Verdanderungen in

der Genexpression zu bewirken (Maday, 2014).

Der Transport vom Soma hin zu den Synapsen, in anterograder Richtung, wird von
Motorproteinen der Kinesin-Familie iibernommen, Cargos in retrograder Richtung, von den
Synapsen zuriick in den Zellkdrper, werden durch Motorproteine der Dynein-Familie
transportiert (Vale, 1985; Paschal, 1987; Hirokawa, 1990; Hirokawa, 1991). Die Motorproteine
bewegen die Cargos in den Axonen entlang der Mikrotubuli, die aus Polymeren polarisierter
Tubulin-Molekiile bestehen, deren Plus-Ende schnell-wachsend und deren Minus-Ende stabil
und zur Synapse ausgerichtet ist (Burton und Paige, 1981; Stepanova, 2003). In Neuronen wird
Tubulin direkt posttranslational modifiziert, wodurch die Aktivitdt der Motorproteine
beeinflusst wird (Sirajuddin, 2014). Entlang der Mikrotubuli sind MAP (microtubule-
associated proteins) gebunden, die die Polymerisation und somit die Stabilisation der
Mikrotubuli vermitteln. Des Weiteren konnten sie einen Einfluss auf die Regulation des
axonalen Transports haben, indem sie die Interaktion der Motorproteine mit den Mikrotubuli

verdandern (Vershinin, 2007; Dixit, 2008).

Die Zusammensetzung des Komplexes aus Motorproteinen, Adapter-und Geriistproteinen, der
an jedes Cargo gebunden ist, bestimmt das Bewegungs- und Lokalisierungsmuster des Cargos
entlang dem Axon. Viele Cargos binden verschiedene Motorkomplexe gleichzeitig, obwohl der
Transport fast ausschlielich in eine Richtung erfolgt. Stdchometrischen Analysen zufolge sind
multimere Komplexe aus ein bis zwei Kinesinen und 6 bis 12 Dyneinen gemeinsam an einem
Transport-Organell assoziiert (Hendricks, 2010; Rai, 2013). Die Bewegungen der
unterschiedlichsten Cargos sind so vielfdltig, dass angenommen wird, dass die Regulation des
Transports auf Ebene der zu transportierenden Organellen stattfindet, und nicht auf Ebene der

Motoren, die den Transport ermoglichen (Maday, 2014).

Viele zusdtzliche Mechanismen regulieren die Aktivitdt der Motorproteine, um die spezifischen
Cargos zu transportieren, wobei Geriistproteine eine Schliisselrolle innehaben. Beispielsweise
ist Huntingtin an der Regulation des Transports von BNDF (brain-derived neurotrophic factor)-

positiven Vesikeln beteiligt (Gauthier, 2004; Wong, 2014), wobei JIP1 (JNK-interacting
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protein) den Transport von APP (Amyloid precursor protein)-positiven Vesikeln und

Autophagosomen reguliert (Fu and Holzbaur, 2013; Fu and Holzbaur, 2014).

RetrograderTransport AnterograderTransport

Mikrotubuli
Abb. 1.4 Schematische Darstellung des axonalen Transports
Kinesin-1 bindet iiber den KHC-Kopf (kinesin heavy chain) an Mikrotubuli des Cytoskeletts, die
Vesikel hingegen sind Uber Adapterproteine an KLC (kinesin light chain) gebunden. Cargos

werden mit Hilfe des Kinesin-Motors in anterograder Richtung zum Minus-Ende der Mikrotubuli
transportiert. Fiir den Transport in retrograder Richtung, zum Plus-Ende der Mikrotubuli, ist der
Komplex aus Dynein und Dynactin verantwortlich, wobei der Dynactin-Komplex zur Dynein-

Aktivierung dient und aus mehreren Proteinen besteht. Verdndert nach Duncan, 2006.

Ein Komplex aus Miro und TRAK1/2 bzw Milton, dem Homolog zu TRAK aus Drosophila,
reguliert die Bindung des Mitochondriums an den Motorkomplex (Wang, 2009; Macaskill,
2009). Obwohl die zugrunde liegenden Mechanismen noch nicht bekannt sind, ist anzunehmen,
dass auch vorgelagerte Kinasen, zu denen Cdk5 (cyclin-dependent kinase5), JNK (c-Jun N-
terminal kinase) und p38-MAPK (mitogen activated protein kinase) gehoren, an der Regulation
des Transports beteiligt sind (Pandey and Smith, 2011; Fu and Holzbaur, 2013; Morfini, 2013).
Trotz der vielfiltigen Cargos weisen die Bewegungsmuster einige Gemeinsamkeiten auf,
demnach bleiben Motorkomplexe und Cargo auch im inaktiven Zustand assoziiert und eine
geringe Anzahl an Motoren kann ein grofles Cargo iiber eine lange Distanz entlang der Axone
transportieren. An der Regulation des axonalen Transports sind diverse Mechanismen beteiligt,

wie beispielsweise die Rab-spezifische (Ras-related in brain) Beladung, aber auch Kinasen aus
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verschiedenen Signalkaskaden, Phosphatasen und Geriistproteinen (Maday, 2014). Die
molekularen Mechanismen, durch die eine begrenzte Menge an Motorproteinen die Vielzahl
der zu transportierenden Cargos bewdltigt, sind noch nicht vollstindig aufgekldrt. Mutationen
in den Motorkomplexen des axonalen Transports sind verantwortlich flir viele

neurodegenerative Erkrankungen und neuronale Entwicklungsstdrungen (Goldstein, 2003).

1.8  Motorproteine

Die Proteine der Kinesin-Superfamilie sind nach Ahnlichkeiten in der Struktur und Funktion
unterteilt. Zu den Familien Kinesin-1, Kinesin-2 oder Kinesin-3 gehéren Motorproteine, die im
axonalen Transport in anterograder Richtung von Bedeutung sind (Lawrence, 2004). Die
Motoren der Kinesin-1-Familie transportieren eine Vielzahl an Cargos, wie Vesikel, Organellen
und Mitochondrien entlang dem Axon (Abb. 1.4) (Hirokawa, 2010). Ein aktiver Kinesin-1-
Komplex besteht aus einem Dimer der schweren Ketten des Kinesins (KHC), KIF5A, KIF5B
und KIF5C, oft verbunden mit einem Dimer aus KLCs (kinesin light chain), das einen
Mechanismus zur Autoinhibition bereitstellt (Sun, 2011). Die autoinhibitorische Funktion von
Kinesin-1 dient zur Regulation, durch die Bindung des Kinesin-Schwanzes an die
Motordoméne wird die Motorfunktion blockiert. Erst durch die Bindung von spezifischen
Bindungspartnern wie beispielsweise den Geriistproteinen JIP1 und JIP3 wird die
Autoinhibition geldst. Die prazise Regulation der Aktivitdt von Kinesin-1 durch Gertistproteine
ermdglicht den axonalen Transport von Organellen in anterograder Richtung (Fu and Holzbaur,

2013; Sun, 2011).

Die Motoren der Kinesin-2-Familie bilden Homodimere oder Heterotrimere und transportieren
Frodin-positive Plasmamembran-Vesikel, N-Cadherin, B-Catenin, Cholin-Acetyltransferase in
anterograder Richtung und sind mit Rab7-positiven spdten Endosom-Lysosom-
Kompartimenten assoziiert (Scholey, 2013; Takeda, 2000). Synaptische Vesikel-Vorldufer
(SVP) und Vesikel mit dichtem Kern (DCV) werden von Kinesin-3-Motoren bewegt (Okada,
1995; Lo, 2011).

Das Motorprotein Dynein ist fiir den Transport in retrograder Richtung verantwortlich. Der
Motorkomplex wird aus einem Dimer aus schweren Kette des Dyneins (DHC) gebildet, an
dessen Schwanz intermedidre, intermedidr-leichte und leichte Ketten assoziieren, um eine

Bindedoméne des Cargos zu bilden (Abb. 1.4). Die DHC von Dynein, die Motordoméne, wird
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nur von einen Gen kodiert, wobei die intermedidren und intermediir-leichten Ketten von
mehreren Genen kodiert werden. Die unterschiedlichen Isoformen koénnen entweder
gemeinsam oder alternativ zum Motorkomplex assembliert werden, wodurch eine Diversitdt im
Dynein-Motorkomplex entsteht. Diese Diversitit konnte zur Organell-spezifischen
Rekrutierung oder Regulation dienen. Des Weiteren bietet der Motorkomplex Bindestellen fiir
Proteine, um die Funktion von Dynein zu regulieren. (Kuta, 2010; Roberts, 2013; Zhang, 2013).
Dynactin dient als Aktivator von Dynein (Abb.1.4), indem es direkt an die intermedidre Kette
des Dyneins, aber auch an die Mikrotubuli iiber eine CAP-Gly-Doméne bindet (cytoskeleton-
associated protein-Glycin-rich domain), wodurch die Assoziation des Motorkomplexes mit den
Mikrotubuli verstirkt und so der Transport initiiert wird (Karki, 1995Schroer, 2004; Lloyd,
2012; Moughamian, 2012). Fiir den axonalen Transport ist auch die Regulation des Dynein-
Motorkomplexes essentiell, der Mechanismus ist noch nicht ganz gekldrt. Wichtig fiir die
Regulation des Transports ist die direkte Bindung von Dynein an Lisl (lissencephaly-1), das
einen Komplex mit Ndel (nudel) bildet. Diese Interaktion flihrt zur stirkeren Bindung von
Dynein an die Mikrotubuli (Huang, 2012; Shao, 2013). Des Weiteren dienen die Cyclin-
abhingigen Kinasen Cdk-5 und Pct-1 (Pctaire-kinase-1) als Negativregulator des Dynein-
Motorkomplexes (Ou, 2010; Goodwin, 2012).

1.9  Transport von prisynaptischem Material

Prasynaptische Proteine, einschlielich Neurotransmitter und Neurotrophine werden im
Zellkorper gebildet und anschlieBend zur Synapse transportiert. Neurotransmitter und Proteine
der prasynaptischen Vesikel werden in synaptischen Vesikelvorldufern (SVPs), Neurotrophine
in Vesikeln mit dichtem Kern (DCVs) zur Synapse transportiert. In Vertebraten werden viele
Proteine der CAZ, wie Piccolo und Bassoon, Syntaxin, SNAP-25 und N-Cadherin in PTVs
(Piccolo-Bassoon transport vesicles) vom Zellkorper entlang dem Axon transportiert, um an
speziellen Stellen der naszierenden Synapse zu fusionieren (Hall and Hedgecock, 1991; Okada,
1995; Zhai, 2001; Lo, 2011). Prasynaptisches Material wird in vorassemblierten Komplexen in
den PTVs zusammen mit SVPs entlang dem Axon transportiert (Zhai, 2001; Tao-Cheng, 2007;
Klassen, 2010).

In Drosophila fehlen Homologe zu einigen Komponenten der PVTs, bisher wurden keine
speziellen Vesikel fiir den Transport von Proteinen der Aktiven Zonen gefunden, die den PTVs

entsprechen konnten (Zhai, 2001). In einer neueren Studie konnte gezeigt werden, dass BRP
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und RBP gemeinsam entlang dem Axon transportiert werden, wobei RBP direkt an das
Adapterprotein Aplipl (APP-like protein interacting protein 1) bindet, das auch fiir den
Transport der SVPs benoétigt wird. Die Bindung zwischen RBP und Aplip1 ist essentiell fiir den
priazisen Transport von CAZ-Proteinen, um die Interaktionen der vorassemblierten
Geriistproteine und folglich die Bildung von ektopischen Aktiven Zonen zu verhindern
(Siebert, 2015). Die Assemblierung von ektopischen Aktiven Zonen und die einhergehenden
Defekte im axonalen Transport von CAZ-Proteinen, wie beispielsweise BRP konnten einen
wichtigen Aspekt in neuropathologischen Erkrankungen darstellen (Millecamps, 2013). Die
SRPK79D (SR protein kinase 79D), die mit BRP im Axon und in den Synapsen kolokalisiert,
hat einen Einfluss auf den axonalen Transport von BRP und sorgt dafiir, dass die BRP-Molekiile
wihrend des Transports nicht zu ektopischen Aktiven Zonen im Axon akkumulieren

(Nieratschker, 2009; Johnson, 2009).

Studien des Bewegungsmusters von SVPs aus C. elegans zeigten, dass nicht nur der axonale
Transport, sondern auch das Einfangen der SVPs durch die Présynapse wichtig fiir die
Synapsenbildung an der richtigen Stelle ist. SVPs werden nicht direkt zur Synapse transportiert,
sie werden durch das ganze Neuron befordert, in Dendriten und auch in distale Bereiche des
Axons, ohne die Priasynapse zu erreichen (Herzog, 2011). Fiir den Transport von SVPs in
Drosophila sind Unc-104 und Imac (immacculate connections), ein Motorprotein aus der
Kinesin-3-Familie homolog zu KIF1A aus Vertebraten, essentiell (Okada, 1995; Pack-Chung,
2007). Liprin-o. und DENN/MAD (differentially expressed in normal and neoplastic cellsyMAP
kinase activating death domain) dienen als Adapterproteine und verbinden KIF1A mit den
SVPs, wobei Liprin-a auBer KIF1A auch Gertistproteine bindet. Auch DENN/MAD bindet
direkt an KIF1A, dient aber zudem als GDP-GTP-Austauschfaktor von Rab3 und konnte ein
Mechanismus zur Regulation der Rekrutierung der Motorproteine darstellen. Entlang der
Axone konnen sich Minisynapsen bilden, die sowohl Aktive Zonen als auch synaptische
Vesikel enthalten. Um die Aggregation zwischen SVPs und den Minisynapsen zu verhindern,
fordert ARL-8 (arf-like small GTPase-8), das in den SVPs lokalisiert ist, die Dissoziation (Shin,
2003; Miller, 2005; Niwa, 2008).

DCVs konnen nur im Zellkdrper beladen werden, weswegen sie permanent an die Synapse
geliefert werden miissen. Sie werden aber nicht vom Zellkorper direkt an die Synapsen
transportiert, stattdessen zirkulieren sie permanent zwischen proximalem Axon und

synaptischen Boutons, wie in einer Studie an Drosophila gezeigt werden konnte. Die
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Zirkulation wird durch zwei Bedingungen erreicht. Zundchst muss die Bewegungsrichtung
dhnlicher Cargos genau reguliert werden. AuBBerdem muss das Einfangen der Vesikel an der
Synapse ineffizient sein, um dort eine libermdfige Verdichtung zu vermeiden (Wong, 2012).
Der Transport von DCVs ist auch von Unc-104 und Imac abhédngig, wahrscheinlich wird der
DCV-Transport durch einen dem SVP-Transport dhnlichen Mechanismus reguliert. Der Unc-
104-abhéngigeTransport in den Axonen wird von CdkS5 positiv beeinflusst (Lo, 2011; Goodwin,
2012).

1.10 Axonaler Transport von Mitochondrien

Mitochondrien werden auch von den Motorproteinen Kinesin-1 und Dynein bidirektional
transportiert. Viele Regionen im Neuron, wie Wachstumskegel und Synapsen, haben einen
hohen Energiebedarf, der nicht durch die Diffusion von ATP aus dem Zellkdrper gedeckt
werden kann. Deshalb werden Mitochondrien, die fiir die ATP-Produktion und das Puffern der
lokalen Ca®**-Konzentration verantwortlich sind, aktiv zu den Stellen im Neuron mit hohem
Bedarf transportiert. Durch die synaptische Aktivitit entsteht lokal eine erhdhte Ca?*-
Konzentration, wodurch die Bewegung der Mitochondrien an dieser Stelle gestoppt wird. Somit
wird der axonale Transport von Mitochondrien hauptsichlich {iber die synaptische Aktivitdt
reguliert (Li, 2004; Wang, 2009; Maday, 2014). Miro (mitochondrial Rho GTPase), bestehend
aus zwei GTPase und zwei Ca’’-bindenden Dominen, dient als Ca?'-Sensor, um den
aktivitdtsabhéngigen Transport in anterograder und retrograder Richtung zu regulieren. Miro
und das Adapterprotein von Kinesin-1 TRAK1 oder dem Drosophila Homolog Milton, bilden
den Kern des Adapterproteinkomplexes, wobei TRAK1 das Mitochondrium iiber Miro an die
Motorproteine bindet. Durch die Bindung von Ca®" an Miro an der Synapse wird der Transport
des Mitochondriums gestoppt, wobei der Mechanismus noch ungeklért ist (Abb. 1.5) (Fransson,
2003; Fransson, 2006; MacAskill, 2009; Russo, 2009). Myosin ist mit den Aktin-Filamenten
des Cytoskeletts verbunden und stort die Bewegung der Mitochondrien entlang der
Mikrotubuli, und konnte so ecinen Mechanismus darstellen, um das Andocken der
Mitochondrien zu erleichtern. Myosin konnte zudem flir den lokalen Transport iiber kurze

Distanzen verantwortlich sein (Abb. 1.5) (Gross, 2002; Pathak, 2010).

AusschlieSlich im Axon ist in stationdren Mitochondrien Syntaphilin angereichert, dessen
Bindung an Kinesin-1 und Mikrotubuli durch Ca®* vermittelt wird. Durch das Binden von KIF5

vermittelt Syntaphilin die aktivitdtsabhdngige Immobilisierung der transportierten
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Mitochondrien (Chen and Sheng, 2013). Zudem hat die Verteilung der Mitochondrien in der
Synapse Auswirkungen auf die synaptische Transmission und die Transmissonsstirke. Somit
sorgt eine stabile Position der Mitochondrien in den Boutons fiir die Aufrechterhaltung der

steten Neurotransmitterfreisetzung (Su, 2013).

N, Mikrotubulus 4

|]|]o° Motorbindungsfaktoren 1 ‘* Regulatoren

Abb. 1.5 Schematische Darstellung des mitochondrialen Transports

Der bidirektionale Transport von Mitochondrien wird durch Kinesin-1 und Dynein vermittelt.
Cytosolisches Myosin dient hierbei als Regulator, in dem es den Mikrotubuli-basierten Transport
stoppt. Des Weiteren konnte Myosin fiir den Transport des Mitochondriums iiber kurze Strecken
von Bedeutung sein. Den Kern des Adapterkomplexes von Kinesin-1 bilden Miro und TRAK.
Durch neuronale Aktivitit wird die lokale Ca*'-Konzentration erhdht, wobei Ca’" an Miro bindet,
das als Ca’"-Sensor dient und durch die Ca”-Bindung die Transportbewegung stoppt. Veriindert
nach Saxton, 2012.

1.11 RSK, die p90 ribosomale S6 Kinase II

Die p90-ribosomale S6 Kinase II (RSK oder S6KII) ist eine Ser/Thr-Kinase und wurde 1985
von Erikson und Maller in Xenophus laevis Oozyten bei der Suche nach intrazelluldren Kinasen,
die das ribosomale Protein S6 (rpS6) der 40S Untereinheit phosphorylieren, entdeckt (Erikson,
1985). Durch biochemische Aufreinigung wurden zwei Kinasen S6KI und S6KII mit einem
Molekulargewicht von 85-90 kDa identifiziert, darauthin wurden homologe Proteine in Maus,

Huhn, Ratte und Caenorhabditis elegans durch die Klonierung der cDNAs entdeckt. Spéter
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wurden sie in p90RSKs oder RSK umbenannt, um sie von p70S6-Kinasen, S6K1/2
abzugrenzen (Jones, 1988; Alcorta, 1989; Blenis, 1991; Grove, 1993). In Drosophila wurde das
fiir p90rsk kodierende Gen 1994 isoliert und sequenziert (Wassarman, 1994). RSK1 und RSK2
tragen zur Phosphorylierung von rpS6 bei, als Antwort auf die Aktivierung des MAP-Kinase
Signalwegs durch Agonisten oder Onkogene (Roux, 2007).

In Sdugern sind vier Isoformen von RSK (RSK1-4) bekannt, die zu 73-80 % homolog zu
einander sind und sich hauptsidchlich in den C-und N-terminalen Sequenzen unterscheiden.
Aufler RSK4 werden alle RSKs ubiquitdr in allen Geweben exprimiert. Weiter konnte gezeigt
werden, dass sich die Expression der RSK-Isoformen gewebsspezifisch unterscheidet. Die
mRNAs von RSK1 konnten vorwiegend in Lunge, Niere und Pankreas gefunden werden, RSK2
und RSK3 hingegen hauptséchlich in skeletalen Muskeln, Herz und Pankreas (Alcorta, 1989;
Zeniou, 2002; Kuang and Wu, 2009). Die Expression von RSK4 ist im Vergleich zu anderen
Isoformen gering, konnte aber durch Nothern Blot-Analysen in Herz, Niere und skeletalen
Muskeln, sowie im Gehirn und Cerebellum nachgewiesen werden (Dummler, 2005). Im Gehirn
wurde die mRNA von RSK1 vorwiegend im Cerebellum gefunden, RSK2 hingegen
vorwiegend im Neocortex, Hippocampus und Cerebellum. RSK3 ist abundant im ZNS und
kommt vorwiegend im zerebralen Cortex, im Gyrus dentatus des Hippocampus und in der
Amygdala vor (Zeniou, 2002; Heffron, 2005). In Drosophila melanogaster ist nur eine RSK-

Isoform vorhanden (Wassarman, 1994).

RSK lokalisiert im Cytoplasma, Zellkern und an der Zellmembran der Zelle und wird
hauptsédchlich an der Plasmamembran aktiviert und transloziert darauthin teilweise aus dem

Cytoplasma in den Zellkern (Chen, 1992; Zhao1995).

1.12 Die Struktur von RSK

Die Familie der RSKs zeichnet sich durch zwei funktionale, aber doch unterschiedliche
Kinasedoméinen aus, die N- und C-terminale Kinasedomidne (NTKD und CTKD), die durch
eine Linker-Region miteinander verbunden sind. Es wird angenommen, dass das rsk-Gen aus
der Fusion der Gene zweier Proteinkinasen entstanden ist (Jones, 1988). Da RSK aus zwei
Proteinkinasen besteht, gehort die RSK-Familie zwei unterschiedlichen Familien der
Proteinkinasen an. Die CTDK gehort zur CAMK-Familie (Ca?*/Calmodulin-dependent protein
kinases), genauer zur Untergruppe der MAPKAPK (MAPK(mitogen-activated protein kinase)-
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activated protein kinases). Diese Gruppe wird durch verschiedene MAP-Kinasen aktiviert und
weist grundlegende Homologien in der Kinasedoméne auf. Die NTDK wiederum ist eine
Kinase der AGC-Familie (protein kinase A, C und G), zu der auch beispielsweise Akt und die
p70S6-Kinasen S6K1/2 gehoren (Roux, 2004). Des Weiteren enthaltenen RSKs eine C-
terminale Bindestelle fiir ERK (extracellular-signal regulated kinase), wodurch die spezifische

Interaktion von ERK und RSK gewihrleistet wird (Zhao, 1996; Smith, 1999).

Die CTDK erhélt ein Aktivierungssignal durch den MAP-Kinase-Signalweg, das mit hoher
Genauigkeit an die NTDK weitergeleitet wird und diese aktiviert, um so die Substrate von RSK

zu phosphorylieren.

1.13  Der Aktivierungsmechanismus von RSK

Alle Isoformen von RSK verfiigen iiber mehrere konservierte Phosphorylierungstellen, die fiir
die subsequentielle Aktivierung verantwortlich sind. Folgende Phosphorylierungstellen sind fiir
die vollstindige Aktivierung des humanen RSK1 bedeutend: S?*!, T3%°, §363 §3%0 ynd T°7,
welche den Phosphorylierungsstellen S*7, §%4, S%¥8 S35 ynd T* von Drosophila RSK
entsprechen (Abb. 1.6) (Dalby, 1998; Tangredi, 2012). Nachdem aktives ERK an die ERK-
Bindestelle von RSK gebunden hat, phosphoryliert ERK T°7 in der Aktivierungsschleife der
CTDK (Smith, 1999; Sutherland, 1993). Des Weiteren phosphoryliert ERK auch T**° und S*¢3
in der Linker-Region (Dalby, 1998). Der CTDK-Aktivierung folgt die Autophosphorylierung
von S** in der Linker-Region, wodurch eine Bindestelle fiir PDK1 (pyruvate dehydrogenase
kinase 1) geschaffen wird (Vik, 1997; Frodin, 2000). Nach der Bindung an RSK phosphoryliert
PDK1 S??! in der Aktivierungsschleife der NTDK (Jensen, 1999; Richards, 1999). Nachdem
PDKI1 von RSK dissoziiert, ist RSK vollstindig aktiviert. Die folgende Autophosphorylierung
von S am C-Terminus durch NTDK erméglicht die Dissoziation von ERK und RSK
(Abb. 1.6).

Interessanter weise ist die Kinase-Aktivitdt der NTKD fiir innere Uhr nicht essentiell. Zur
Bildung der wildtypischen zirkadianen Rhythmik sind die CTKD-Aktivitdt und die ERK-
Bindestelle von Bedeutung. Entscheidend fiir die Regulation der zirkadianen Periodik in
Drosophila ist die Phosphorylierung von RSK an den Phosphorylierungsstellen S°'° und T7*
durch ERK, wodurch die CTDK aktiviert und die Bindestelle PDK1gebildet wird (Tangredi,
2012).
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Abb. 1.6 Schematische Darstellung der Struktur von RSK in Drosophila

Die beiden funktionellen Kinasedominen von RSK, die N-terminale (NTKD) und C-terminale
Kinasedoméne (CTKD) sind {iber eine Linker-Region verbunden. C-terminal von der CTKD
befindet sich eine Bindestelle fiir ERK. Die subsequenzielle Aktivierung von RSK beginnt mit

363

der Bindung von ERK, das daraufhin die Phosphorylierungsstellen T*” und S* in der Linker-

Region und T°” in der Aktivierungsschleife der CTKD phosphoryliert und die CTKD aktiviert.
Durch Autophosphorylierung der CTKD wird eine Bindestelle fiir PDK1 gebildet. PDK1
phosphoryliert S*' in der Aktivierungsschleife der NTDK, anschlieBend dissoziiertPDK1 von
RSK, wodurch RSK vollstandig aktiviert ist. Pfeile stellen die Phosphorylierungsereignisse dar.
Verindert nach Tangredi, 2012.

1.14 Bedeutung von RSK im MAPK-Signalweg

Der hoch-konservierte ERK/MAP-Kinase Signalweg (extracellular-signal regulated kinase/
mitogen-activated protein kinase) stellt einen zentralen Signalweg in der Zelle dar, wodurch
extrazelluldre Signale an intrazellulire Proteine iibermittelt werden, um wichtige zelluldre
Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Zellwachstum zu regulieren. Im MAPK-
Signalweg werden drei Kernkinasen aktiviert: MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK), Raf,
die wiederum die MAP-Kinase-Kinasen (MAPKK), MEKI und MEK2, durch
Phosphorylierung aktivieren. Daraufthin werden die MAP-Kinasen (MAPK), ERK1 und ERK2,
phosphoryliert und aktiviert (Abb. 1.7). Die Aktivierung von ERK fiihrt zur Phosphorylierung
unterschiedlicher Substrate. ERK1/2 liegen in der inaktiven Form hauptsidchlich im Cytosol
vor, da sie durch die Interaktion verschiedener Proteine, die als cytoplasmatische Verankerung
dienen, dort bis zur Aktivierung zuriickgehalten werden. (Rubinfeld, 2005; Kim, 2010; Romeo,
2012). Neben der durch Wachstumshormone vermittelten Stimulation konnen auch viele

Peptidhormone und Neurotransmitter den Ras/ERK-Signalweg intrazellulir durch
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Signalmolekiile wie PKC (protein kinase C), PI3K (phosphoinositide-3-kinase) oder cAMP

(cyclic adenosine-monophosphate) (Frodin, 1999) aktivieren.

Aktiviertes ERK1/2 kann Substrate entweder an der Plasmamembran, im Cytosol oder im
Nukleus phosphorylieren. Durch die Translokation von ERK in den Nukleus werden
Genexpression und DNA-Replikation reguliert, indem verschiedene Transkriptionsfaktoren
und die RSK-verwandten Kinasen MSK (mitogen and stress-activated protein kinases)

phosphoryliert und aktiviert werden (Deak, 1998; Brunet, 1999).

Neben der Funktion von RSK als Effektorkinase des ERK/MAPK-Signalwegs konnte RSK
auch eine Funktion in der Negativregulation des ERK/MAPK-Signalwegs wihrend der Fliigel-
und Augenentwicklung von Drosophila nachgewiesen werden. RSK reguliert ERK-abhédngige
Entwicklungsprozesse in einer Kinase-unabhdngigen Weise, indem der Eintritt von ERK in den
Nukleus durch die Bindung an RSK verhindert wird. Demnach dient RSK als cytoplasmatischer
Anker von ERK (Kim, 2006).

Der MAPK-Signalweg ist auch an der Regulation der neuronalen Plastizitit sowie der
Gedichtnisbildung beteiligt. Als Antwort auf die synaptische Aktivitit wird der MAPK-
Signalweg durch den Anstieg der intrazelluliren Ca®'-Konzentration und durch einen Anstieg
des intrazellularen cAMP aktiviert (Fiore, 1993; Thomas, 2004). In RSK2-Nullmutanten wurde
sowohl eine gesteigerte und verlidngerte Aktivitit von ERK als auch eine Abnahme in der
Expression von ERK-Phosphatasen nachgewiesen, weshalb auf eine Funktion von RSK2 in der

negativen Feedback-Regulation von ERK geschlossen wurde (Dufresne, 2001).

1.15 Die Regulation zelluliirer Prozesse durch RSK

Nach der Aktivierung transloziert ein Teil des RSKs in den Nukleus. Durch die unterschiedliche
Lokalisierung kann RSK Substrate in verschiedenen subzelluliren Kompartimenten
phosphorylieren und damit einen Einfluss auf die Regulation diverser zelluldrer Prozesse, wie
den Zellzyklus, die Proliferation, das Zellwachstum und das Uberleben der Zellen ausiiben

(Abb. 1.7) (Anjum, 2008).

Die Consensus-Sequenz von RSK-Substraten ist identisch mit dem basophilen
Phosphorylierungsmotiv R/L-X-X-R-X-X-S/T oder R-R-X-S/T anderer Kinasen der AGC-
Familie (Leighton, 1995). Beispielsweise aktiviert RSK den Transkriptionsfaktor CREB
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(cAMP-response-element-binding protein) und den ELK-1/SRF-Komplex (ETS (E twenty-
six)-like kinase-1/ Serum-response factor), wodurch RSK die mitogen-induzierte c-Fos-

Transkription vermittelt und somit den Zellzyklus beeinflusst (De Cesare, 1998).

Rezeptor-
Tyrosin-
Wachstumsfaktoren A A@@ Kinase
GDP 8

<

G(TF' \A \ @ Zel- |\
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: &
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Abb. 1.7 Schematische Darstellung der RSK-Aktivierung iiber den ERK/MAPK-
Signalweg

Durch die Bindung von Wachstumsfaktoren (z.B. EGF) an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK)
iiber den Nukleotidaustauschfaktor SOS (Son of sevenless) wird die GTPase Ras aktiviert, das
daraufthin Raf aktiviert. Aktives Raf phosphoryliert und aktiviert MEK1/2, das wiederum
ERK1/2. RSK ist ein direktes Substrat von ERK, das an RSK bindet und dieses zusammen mit
PDK1 aktiviert. Aktives RSK kann eine Vielzahl an Substraten im Cytosol phosphorylieren,
transloziert aber auch in den Nukleus, um dort Substrate, wie beispielsweise
Transkriptionsfaktoren zu phosphorylieren. Nur eine Auswahl an RSK-Substraten ist hier
dargestellt. Durch die vielfiltigen Substrate kann RSK auf verschiedene zelluldre Prozesse, wie
den Zellzyklus, die Proliferation und Differenzierung oder das Wachstum der Zelle Einfluss

nehmen. Veridndert nach Romeo, 2012.
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Des Weiteren kann RSK auch Histon H3 oder den Transkription-Initiationsfaktor TIF-1A
phosphorylieren, der fiir die Transkription der RNA-Polymerase I und somit fiir die Synthese
der rRNA benétigt wird (Anjum, 2008). Durch Phosphorylierung und somit Inaktivierung des
mitochondrialen, apoptotischen Proteins BAD und auch durch Phosphorylierung und
Aktivierung von CREB, fordert RSK das Uberleben der Zelle (Bonni, 1999). Durch
Phosphorylierung und Inhibition von GSK3p (glykogen synthase kinase 3f) tibt RSK unter
anderem einen Einfluss auf das Wachstum der Zellen aus. Beispielsweise beeinflusst RSK die
Proliferation, indem es den Cdk2-Inhibitor (cyclin-dependent kinase 2) p275P! phosphoryliert
oder Myt-1 (membrane-associated inhibitor kinase- 1) inhibiert (Fujita, 2003; Sutherland, 1993;
Torres, 1999).

Trotz der langen Liste der bekannten RSK-Substrate und der Signalkaskaden, in denen RSK
beteiligt ist, konnte die physiologische Rolle von RSK bisher nicht eindeutig geklart werden
(Romeo, 2012).

1.16 Neuronale Funktionen von RSK

Wie zuvor erwéhnt, sind die RSK-Isoformen in verschiedenen Regionen des ZNS
unterschiedlich stark exprimiert, wobei die Expression von RSK2 in Regionen mit starker
synaptischer Aktivitét hoch ist (Zeniou, 2002). Bekanntlich wird RSK2 in Neuronen direkt von
ERK1/2 aktiviert und ist so an einem zentralen Signalweg zur Regulation der synaptischen
Plastizitit und der Gedichtnisbildung beteiligt (Sweatt, 2001, 2004; Davis und Laroche, 2006).
Obwohl RSK2 an vielen neurobiologischen Prozessen beteiligt ist, hat der Verlust von RSK2
keine Auswirkungen auf die Struktur des Gehirns auf makroskopischer Ebene. In
verschiedenen Verhaltensstudien konnte nachgewiesen werden, dass RSK2 einen Einfluss auf
das rdumliche Lernen sowie das rdumliche Langzeitgeddchtnis hat. Demnach ist die
Koordination in RSK2-Knockout-Méusen beeintrachtigt. Des Weiteren wirkt RSK2 einen
Einfluss auf das Wachstum der Axone von Motoneuronen in Mausen aus (Dufresne, 2001;
Poirier, 2007; Fischer, 2009a). Durch den Verlust von RSK2 ist die Menge an Dopamin und
auch die Expression des Dopaminrezeptors DrDL2 im Kortex von Méusen erhoht (Pereira,
2010). Im Hippocampus hingegen sorgt der Verlust von RSK2 fiir eine gesteigerte Expression
der Untereinheit Gria2 des Glutamatrezeptors Glur2 des AMPA-Typs, wodurch die
Kanaleigenschaften, die synaptische Transmission und die durch Langzeit-Potenzierung

induzierte Genexpression verdndert sind (Mehmood, 2011, 2013; Morice, 2013). Die
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gesteigerte Expression von Gria2 wird durch die Hyperaktivierung von ERK1/2 verursacht,
eine Folge der fehlenden Negativregulation des MAPK-Signalwegs durch RSK (Schneider,
2011; Mehmood, 2011, 2013). Auch in Motoneuronen von Maiusen konnte die
Hyperaktivierung von ERK nachgewiesen werden (Fischer, 2009a). RSK dient auch in
Drosophila als Inhibitor von ERK-abhidngigen Differenzierungsprozessen in der
Augenentwicklung, wobei RSK dort als cytoplasmatischer Anker von ERK dient (Kim, 2006).
Des Weiteren konnte in Drosophila nachgewiesen werden, dass RSK an Prozessen, wie dem
olfaktorischen, rdumlichen und operanten Lernen und der Bildung des Gedéchtnisses in der
rdumlichen Orientierung beteiligt ist (Putz, 2004; Neuser, 2008). RSK ist zudem an der
negativen Regulation der Boutonbildung an der neuromuskulidren Synapse von Motoneuronen
beteiligt (Fischer, 2009b). Dariiber hinaus {ibt RSK in den Uhrneuronen von Drosophila eine
bisher unbekannte Funktion als Modulator der inneren Uhr aus, der fiir eine normale zirkadiane
Rhythmik benétigt wird. Die Bindung von ERK an RSK und die folgende Phosphorylierung
von RSK sind essentiell flir eine normale zirkadiane Rhythmik. Die Untersuchungen zeigten,
dass die Aktivitidt der C-terminalen Kinasedoméne nicht nur zur Autophosphorylierung von
RSK dient, sondern auch fiir die Funktion von RSK als Modulator der zirkadianen Rhythmik
verantwortlich ist. (Akten, 2009; Tangredi, 2012).

1.17 Coffin-Lowry-Syndrom

Der Verlust der RSK2-Funktion verursacht das Coffin-Lowry-Syndrom (CLS), eine X-
chromosomal vererbte Erkrankung, die durch geistige Behinderung und Defekte im
Knochenwachstum charakterisiert ist (Hanauer, 2002). Zuerst wurde diese Erkrankung von
Coffin 1966 und unabhingig davon von Lowry 1971 beschrieben (Coffin, 1966; Lowry, 1971).
In CLS-Patienten wurden bisher 140 inaktivierende Mutationen entdeckt, die iiber das ganze
RSK2-Gen verteilt sind, aber ein Zusammenhang einer speziellen Mutation mit der Schwere
der Erkrankung konnte nicht aufgezeigt werden (Jacquot, 1998; Delaunoy, 2001; Touraine,
2002). Die mentalen Fahigkeiten der Mehrheit der médnnlichen CLS-Patienten sind stark
beeintrachtigt, der IQ liegt zwischen 15 und 60 und ist in schweren Fillen mit eingeschriankten
sprachlichen Fihigkeiten verbunden. Auch die Entwicklung des Bewegungsapparates ist
verzogert und duflert sich im Sduglingsalter durch eine allgemeine Hypotonie (Hanauer and

Young, 2002).
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1.18 Fragestellung und Zielsetzung

Mutationen im rsk2-Gen verursachen eine Form der mentalen Retardierung mit einhergehenden
Storungen im Bewegungsapparat, das Coffin-Lowry Syndrom (CLS). Auch in Méusen und
Drosophila wurde nachgewiesen, dass RSK eine wichtige Funktion in Lern- und
Gedidchtnisprozessen tibernimmt und zudem einen Einfluss auf die Struktur der Synapsen
ausiibt. Dariiber hinaus konnte in Drosophila gezeigt werden, dass RSK den zirkadianen
Rhythmus und die Augen- und Fligelentwicklung beeinflusst. In der Augen- und
Fliigelentwicklung konnte RSK eine Funktion als Negativregulator des ERK/MAPK-

Signalwegs zugeschrieben werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Lokalisation von RSK und dessen Einfluss auf die
Regulation des ERK/MAPK-Signalwegs in Motoneuronen von Drosophila untersucht werden.
Hierfiir wurde zunichst bestimmt, ob aktiviertes ERK und RSK in den Zellkérpern und den
Synapsen der Motoneurone kolokalisieren. Weiter sollte untersucht werden, ob sich der Verlust
von RSK auf die subzelluldre Lokalisation von aktivem ERK auswirkt. AuBerdem wurde mit
Hilfe von immunhistochemischen und elektrophysiologischen Untersuchungen der Einfluss
von RSK auf die Struktur und Funktion der neuromuskuldren Synapsen analysiert. Durch
Untersuchungen der genetischen Interaktion von erk und rsk sollte gekldrt werden, ob die
Verdnderungen in der Struktur der neuromuskuléren Synapsen von RSK-Nullmutanten durch
die fehlende Negativregulation des ERK/MAPK-Signalwegs verursacht werden oder durch die
fehlende Phosphorylierung der RSK-Substrate entstanden sind. Da Defekte im axonalen
Transport in vielen neuropathologischen Erkrankungen auftreten, sollte untersucht werden, ob
RSK einen Einfluss auf den axonalen Transport prasynaptischer Proteine und Mitochondrien

hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Verbrauchsmaterial und Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden von Sarstedt, Greiner,
Eppendorf, Biozym, Biometra und Biotech bezogen. Die Chemikalien stammten von

Applichem, Sigma, Biorad, Roche, Roth und NEB.

2.1.2 Reagenzien

Reagenz Verwendung Hersteller

ECL prime Western Blot GE Healthcare

VectaShield H-1000 Immunfirbungen Vector Labratories
2.1.3 Kits

Kit Hersteller

Plasmid Mini-Prep Qiagen

Plasmid Midi-Prep Qiagen
Plasmid Maxi-Prep Qiagen

2.1.4 Gerite
Gerit Modell Hersteller
Konfokalmikroskop TCS SP5 Leica
Konfokalmikroskop Fluoview 1000 IX81 Olympus
Western Blot Detektionssystem ChemoCam Imager Intas
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2.1.5 Software

Software Version Hersteller
CoreIDRAW | X4 Corel Coperation
EndNote X7 Thomson Reuter
BioEdit v7.2.5 Tom Hall, Ibis Bioscience
Origin Pro9 OriginLab
Image J 1.48a Wayne Rasband, NIH, USA
Matlab R2010b The MathWorks

2.1.6 Losungen und Puffer

2xYT-Medium pH 7.0 (1 1)

16 g Bactotrypton

10g Bacto Hefeextrakt

5g Natriumchlorid

TBE-Puffer pH 8,0

0,89 mM Tris pH 8,0

0,89 mM Borsdure

2 mM EDTA

4 x SDS-PAGE Probenpuffer (Laemmli, 1970)

70 mM
2,5 mM

3% (w/V)
40% (V/V)
5% (V/V)
0,05% (W/V)

Tris pH 6,8
EDTA

SDS

Glycerin

B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau
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SDS-PAGE Laufpuffer

25 mM Tris
200 mM Glycin
0,1% (wW/V) SDS

SDS-PAGE Sammelgel

0,5M Tris pH 6,8
0,4% (W/V) SDS

SDS-PAGE Trenngel

I,5M Tris pH 8,8
0,4% (w/V) SDS
Transferpuffer

25 mM Tris pH 8,3
150 mM Glycin

10% (V/V) Methanol

1 x TBST

10 mM Tris pH 8,3
150M Natriumchlorid
0,01% (V/V) Tween 20

1 x PBS (Phosphate Buffer Saline) pH 7.4

137 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (NaHPO4*2H>0)
1,8 mM Monokaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
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1 x PBT pH 7,4

137 mM
2,7 mM
8,1 mM
1,8 mM
0,05% (V/V)

Natriumchlorid

Kaliumchlorid

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (NaHPO4*2H>0)
Monokaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

TritonX-100

HL; Medium pH 7,2 (hemolymph-like saline solution)

70 mM Natriumchlorid

5 mM Kaliumchlorid

20 mM Magnesiumchlorid

10 mM Natriumhydrogencarbonat

5mM D-(+)-Trehalose

115 mM Sucrose

5mM HEPES

1,5 mM Calciumchlorid

2.1.7 Primer
Primer Sequenz
PAC-BW-F ATCGGCATAGTATATCGGCATAG
PAC-BW-R CTACACGACGTTCCGCTAATTCA
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2.1.8 Antikorper

Primiire Antikorper

Antigen Wirtstier Klon-Nr. Kat.-Nr. | Herkunft Verdiinnung | Anwendung
BRP Maus nc&2 E. Buchner, 1:100 IF
Universitit in 5% NGS
Wiirzburg
CSP Maus ab49 E. Buchner, 1:100 IF
Universitit in 5% NGS
Wiirzburg
GIluRIID Kaninchen S. Sigrist, FU 1:1000 IF
Berlin in 5% NGS
HRP-Cy5 Ziege 123-175- | Dianova 1:250 IF
021 in 5% NGS
GFP Huhn AB16901 | Merck Millipore | 1:1000 IF
in 5% NGS
Lamin Dm0 Maus ADL67.10 Developmental 1:10 IF
Studies in 5% NGS
Hybridoma
Bank
Lamin Dm0 Maus ADL195 Developmental 1:10 IF
Studies in 5% NGS
Hybridoma
Bank
Phospho-p44/42 Kaninchen D13.14 4370 Cell Signaling 1:200 IF
(ERK1/2, monoklonal in 5% NGS
Thr202/Tyr204)
Phospho-p44/42 Kaninchen D13.14 4370 Cell Signaling 1:2000 WB
(ERK1/2, monoklonal in 5% BSA
Thr202/Tyr204)
p44/42 (ERK1/2) | Kaninchen 37F5 4695 Cell Signaling 1:1000 WB
monoklonal in 5%
Milchpulver
S6KII (RSK) Kaninchen 2596 T. Raabe, 1:500 WB
monoklonal Universitét in 1,5% BSA
Wiirzburg +2,5%
Milchpulver
a-Tubulin Maus DMIla T9026 Sigma-Aldrich 1:10000 WB
in 5%
Milchpulver
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Sekundire Antikorper

Spezifitit | Konjugat Spezies Kat.-Nr. | Herkunft Verdiinnung | Anwendung

Huhn DyLight488 | Ziege 103-485- | Dianova 1:200 IF
155

Maus Alexa488 Ziege A-11001 Molecular 1:200 IF

Probes
Kaninchen | Alexa488 Ziege A-11034 | Molecular 1:200 IF
Probes

Kaninchen | Cy3 Ziege 111-165- | Dianova 1:200 IF
144

Maus Cy5 Esel 715-175- | Dianova 1:100 IF
151

Kaninchen | Cy5 Ziege 111-175- | Dianova 1:100 IF
144

Maus HRP Schaf NA931 GE Healthcare | 1:10000 WB

Kaninchen | HRP Esel NA9340V | GE Healthcare | 1:10000 WB

2.1.9 Fliegenlinien

Genotyp Herkunft

w8 T. Raabe, Universitdt Wiirzburg, Deutschland

rskA58/1 M. Heisenberg Universitdt Wiirzburg, Deutschland

(Putz, 2004)
rskP1 J. Chung Seoul National University, South Korea

(Kim, 2006)

Dp(1;3) DC389, PBac{DC389}VK00033

Bloomington Stock Center #30785

Dp(1;3) DC390, PBac{DC390}VK00033

Bloomington Stock Center #30786

rsk™¥!: Dp(1;3) DC389,
PBac{DC389}VK00033

hergestellt fiir diese Arbeit

1k Dp(1;3) DC390,
PBac{DC390}VK00033

hergestellt fiir diese Arbeit

rsk% - PBac{8-5M}VK00033

hergestellt fiir diese Arbeit

rskP!; PBac{8-5M}VK00033

hergestellt fiir diese Arbeit

rl!

T. Raabe, Universitdt Wiirzburg, Deutschland
(Briggs ,1994)

l(]) pthHO’. l"lsem/-i-

T. Raabe, Universitdt Wiirzburg, Deutschland
(Brunner, 1994)

l"SkA58/1,' rlSem/+

hergestellt fiir diese Arbeit

rsk8 -l il

hergestellt fiir diese Arbeit
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Genotyp Herkunft

DMef2-Gal4 C. Forster, Universitdt Wiirzburg, Deutschland
(Ranganayakulu, 1998)

D42-Gal4 T. Raabe, Universitdt Wiirzburg, Deutschland
(Yeh, 1995)

OK6-Gal4 T. Raabe, Universitdt Wiirzburg, Deutschland
(Aberle, 2002)

UAS-mCDS::GFP T. Raabe, Universitdt Wiirzburg, Deutschland
(Lee, 1999)

UAS-GFP::RSK-tg58h hergestellt von T. Raabe

UAS-Mito::GFP T. Raabe, Universitdt Wiirzburg, Deutschland
(Pilling, 2006)

OKo6-Gal4, UAS-Mito::GFP/Cyo S. Sigrist FU Berlin, Deutschland

rsk®¥! . OK6-Gald4, UAS-Mito::GFP/Cyo | hergestellt fiir diese Arbeit

2.1.10 Drosophila Aufzucht

Die Fliegen wurden auf Standardfliegenfutter bei 25°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von

60% in einem 12 h-Tag-Nacht-Zyklus gehalten.

2.2 Methoden

Molekularbiologische Methoden wurden nach Sambrook et. al (1989) durchgefiihrt.

2.2.1 Herstellung transgener Fliegen

Die genomische BAC-Sammlung (CHORI-Genbank) stellt eine Auswahl genomischer
Fragmente des X-Chromosoms von 20 kb Lénge, die in einen attB-P[acman]-Cm"-BW-Vektor
kloniert sind, zur Verfligung (Venken, 2009). Fiir die Rettungsexperimente wurde aus dieser
BAC-Sammlung der Klon CH322-75N12 ausgewéhlt, der den Genlocus von rsk komplett
enthdlt. Mit den vektorspezifischen Primern PAC-BW-F und PAC-BW-R wurde der
ausgewihlte Klon in beide Richtungen teilweise sequenziert, um die genauen Endpunkte des
Fragments zu bestimmen und somit zu kontrollieren, ob das rsk-Gen vollstindig enthalten ist.

Der Klon wurde an der a#tP-Stelle, die sich an Position 65B2 auf dem dritten Chromosom
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befindet, iiber eine ®C3/-vermittlete Integration in die Linie y’, w//!®; PBac{y" attP-
3B}VK00033 (Bloomington Stock Center #9750) zielgerichtet inseriert. Die transgenen Fliegen
wurden von BestGene Inc. (Chino Hills, USA) hergestellt. Die erhaltenen Linien wurden fiir
Rettungsexperimente  anschlieBend — mit  rsk™¥"  gekreuzt  (rsk®%!; P[8-5M]-2;
rsk®¥1; P[8-5M]-4; rsk*®"; P[8-5M]-5). Das Expressionslevel von RSK der Linie rsk?*%;
P[8-5M]-5 war der endogenen RSK-Menge dhnlich, weshalb die Rettungsexperimente mit
dieser Linie durchgefiihrt wurden.

2.2.2 Herstellung von Lysaten der Ventralganglien

Zunidchst wurden 50 Gehirne aus Larven im spdten dritten Larvenstadium in kalter
Fixierungslosung (4% PFA in PBS) auf Eis prépariert und flir insgesamt 10 min fixiert. Die
Praparation wurde direkt in Fixierungslosung durchgefiihrt, um eventuelle Dephosphorylierung
zu minimieren. AnschlieBend wurden die Gehirne dreimal fiir 20 min in PBS bei
Raumtemperatur gewaschen. AnschlieBend wurden die beiden Hemisphéren entfernt und die
Ventralganglien in 100 pl 2 x Probenpuffer (Laemmli, 1970) iiberfiihrt. Die Ventralganglien
wurden mit einem Mikropistill homogenisiert, die Zellen durch eine dreimalige Behandlung
mit Ultraschall fiir 30 s aufgeschlossen und die Proteine lysiert. Danach wurden die Lysate fiir
10 min bei 96°C erhitzt und anschlieBend mit 12 000 rpm fiir 10 min bei Raumtemperatur

zentrifugiert, um Zellriickstdnde zu entfernen.

2.2.3 Herstellung von Lysaten aus adulten Kopfen

Zur Extraktion der Proteine aus Kopfen adulter Fliegen wurden 20 Kopfe direkt in 40 pl
2 x Probenpuftfer (Laemmli, 1970) mit einem Mikropistill homogenisiert. Danach wurden die
Zellen durch eine dreimalige Behandlung mit Ultraschall fiir 30 s aufgeschlossen und die
Proteine durch Schiitteln (900 rpm, 15 min) bei Raumtemperatur extrahiert. AnschlieBend
wurde das Lysat fir 10 min bei 96°C erhitzt und mit 12 000 rpm fiir 10 min bei

Raumtemperatur zentrifugiert, um Chitin- und Zellriickstdnde zu entfernen.
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2.2.4 SDS-PAGE und Western Blot

Die in den Lysaten enthaltenen Proteine wurden durch eine diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt
(Laemmli, 1970). Die SDS-PAGE wurde in einem Biometra-Gelsystem mit Trenngelen
bestehend aus 10 % oder 12 % Acrylamid-Losung durchgefiihrt, wobei die Proteine zunichst
im 4,5%igen Sammelgel bei 50 V fokussiert und anschlieBend im Trenngel bei 120 V bis 180 V
aufgetrennt wurden, bis der Gréfenbereich zwischen 30 kDa und 100 kDa optimal separiert
war. Danach wurden die Proteine mit einem Semidry-Blotting-System (Biorad) bei 25V
innerhalb 90 min auf eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schiill, 0,2 um) transferiert.
AnschlieBend wurde die Membran in einer Blockierungslosung, die vom verwendeten priméren
Antikorper abhingig ist, fiir 60 min bei Raumtemperatur geschiittelt und dann iiber Nacht bei
4°C in dem primdren Antikorper, der mit der jeweiligen Blockierungslosung verdiinnt wurde,
inkubiert. Bei Verwendung des Antikorpers, der gegen pERK gerichtet ist, wurde die Membran
fiir zwei Tage bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST wurde die Membran mit
dem entsprechenden HRP-gekoppelten sekundéren Antikorper, der mit TBST verdiinnt war,
fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend dreimal gewaschen. Zur Detektion
der gebundenen Antikorper wurde ECL Prime (GE Healthcare) nach Herstelleranweisung
verwendet. Die Western Blots wurden in dem Chemocam Imager (Intas) aufgenommen und zur

quantitativen Bestimmung der Proteinmenge mit Image J 1.48 analysiert.

Zur Bestimmung des Expressionslevels von RSK wurden 10 pl des Lysats aus Fliegenkdpfen
aufgetragen. Zur Quantifizierung der Menge an ERK und phosphoryliertem ERK wurden je
50 pl Lysat aus Ventralganglien untersucht.

2.2.5 Immunfluoreszenzfirbungen

Larven im spéten, dritten Larvenstadium wurden in HL3;-Medium (Brent, 2009) préipariert. Fiir
den Nachweis von phosphoryliertem ERK wurde die Prédparation direkt in kalter
Fixierungslosung auf Eis durchgefiihrt und insgesamt fiir 15 min auf Eis fixiert, um eine
mogliche Dephosphorylierung wéhrend der Préparation zu minimieren. Abhéingig vom
jeweiligen Experiment wurden entweder nur Hautmuskelschlduche oder Hautmuskelschlduche
inklusive Gehirn préipariert. Zur Bestimmung der Akkumulationen in den Axonen wurden
Hautmuskelschlduche mit Gehirn und Axonen so pripariert, dass die Axone moglichst

unverletzt blieben. Die Préparate wurden fiir 15 min bei Raumtemperatur fixiert (4% (w/V)
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PFA in PBS), anschlieBend fliinf Mal gespiilt und danach dreimal in PBT (PBS + 0,05% (V/V)
Triton X-100) fiir 20 min bei Raumtemperatur gewaschen. Danach wurden die Préparate fiir
mindestens 30 min in 5% (w/V) NGS(normal goat serum) in PBT blockiert. Die Priparate
wurden daraufhin tiber Nacht bei 4°C mit den priméren Antikorpern, die in Blockierungslosung
verdiinnt wurden, inkubiert. Nach fiinfmaligem Spiilen und dreimaligem Waschen fiir 20 min
mit PBT wurden die Priparate mit den Fluoreszenz-gekoppelten sekundéren Antikdrpern, die
in PBT verdiinnt waren, fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die
Priparate abermals fiinf Mal mit PBT gespiilt und drei Mal fiir 20 min bei Raumtemperatur in
PBT gewaschen wurden, wurden sie in VectaShield H-1000 (Vector Laboratories) eingebettet
und mit Nagellack versiegelt. Bis zum Mikroskopieren wurden die fertigen Préparate bei -20°C
gelagert. Um Variationen innerhalb eines Experimentes zu verhindern, wurden alle Priparate
der zu vergleichenden Genotypen simultan gefirbt. Die Praparate wurden an einem inversen
konfokalen Mikroskop aufgenommen. Hierfiir standen ein Leica TCS SP5 oder das Olympus
Fluoview 1000 IX 81 zur Verfligung. Die Aufnahmen der neuromuskuldren Synapsen wurde
mit einem 60x-NA 1,35-O1-Objektiv und einer 1,5-fachen VergréBerung, die der
Ventralganglien und der Axone wurden mit einem 60x-NA 1,35-Ol-Objektiv und einer 3,0-
fachen VergroBerung durchgefiihrt. Alle Aufnahmen wurden mit einer Aufldsung von
1024x1024 Pixel und einer Geschwindigkeit von 4,0 Pixeln/ pus bzw. 100 Hz durchgefiihrt. Alle

Aufnahmen wurden mit Image J 1.48 bearbeitet und analysiert.

Die Aufnahmen und Messungen der Parameter der neuromuskuldren Synapse wurden wie
zuvor beschrieben (Viquez, 2006; Andlauer and Sigrist, 2012a), an den Muskel 6/7 im
Abdominalsegment A2 oder A3 durchgefiihrt. Alle Genotypen innerhalb eines Experiments
wurden mit denselben Mikroskop-Einstellungen aufgenommen, so dass eine Sittigung des
Signals vermieden wurde. Die quantitative Analyse wurde wie beschrieben durchgefiihrt
(Andlauer and Sigrist, 2012b). Zur quantitativen Analyse wurden innerhalb eines Experiments

dieselben Schwellenwerte fiir alle Genotypen verwendet.

Zur Quantifizierung der BRP- und CSP-Aggregate wurden die Axone iiber die ganze Lénge
vom Ventralganglion bis hin zu den Axontermini im Abdominalsegment A3 mit denselben
Mikroskop-Einstellungen fiir alle Genotypen aufgenommen. Die Anzahl der BRP-bzw. CSP-
Aggregate wurde auf die Fldche der Axone, die durch die HRP-Féarbung bestimmt werden

konnte, normalisiert.
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2.2.6 In vivo Live-imaging von intakten Larven im friihen dritten Larvenstadium

Fiir die Untersuchungen des axonalen Transports von Mitochondrien in Motoneuronen von
intakten Larven im friithen, dritten Larvenstadium wurde eine Aufnahme-Kammer wie von
Sigrist und Andlauer beschrieben (Sigrist and Andlauer, 2012b; Sigrist and Andlauer, 2012c),
in dem inversen konfokalen Mikroskop Fluoview 1000 IX 81 (Olympus) mit einem 60x-
NA 1,35-O1-Objektiv verwendet. Zur Untersuchung wurde ein 61,44 um langer Bereich des
Axons ausgewdhlt, der 100 um von der Spitze des Ventralganglions entfernt war. Zundchst
wurde dieser Bereich mit einer Laserintensitdt von 80% fiir 2-3 min gebleicht bis keine Signale
mehr sichtbar waren. Die Aufnahme-Serien von 1000 Bilder pro Serie wurden in Intervallen
von 720 ms mit einer Aufldsung von 512x128 Pixel und mit einer Geschwindigkeit von
8,0 Pixel/us aufgenommen. Die Aufnahme-Serien wurden mit Image J 1.48a bearbeitet, indem
zunichst die Aufnahmen auf den Axonbereich begrenzt wurden. AnschlieBend wurde das
Hintergrundsignal innerhalb des Axons iiber die Bildserie gemessen und danach von der
gesamten Bildserie subtrahiert. Des Weiteren wurden unspezifische Strukturen entfernt, die die
Signale tiberdecken konnten. Zudem wurden die Signale mit einen Gau3schen Unschérfefilter
(1/80) bearbeitet, um die Fokusebene zu korrigieren. Die Aufnahme-Serien konnten dann in
Matlab (R2010b) in Kymographen dargestellt werden. Die Kymographen geben Auskuntt iiber
die Bewegungsrichtung und Geschwindigkeit der Mitochondrien. Zur quantitativen Analyse
wurden alle Mitochondrien, die in selber Richtung bewegt wurden, ausgezdhlt und als
prozentualer Anteil der gesamten Mitochondrien, die in dieser Serie gezédhlt wurden,

angegeben.

2.2.7 Elektrophysiologie

Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden in Kollaboration mit AG Kittel, Institut
fiir Physiologie der Universitdt Wiirzburg von N. Ehmann durchgefiihrt. Die ,,Two-Electrode-
Voltage-Clamp“-Aufnahmen (Axoclamp 900A Verstiarker, Molecular Devices) wurden am
Muskel 6 in den Abdominalsegmenten A2 oder A3 ménnlicher Larven im spéten dritten
Larvenstadium aufgenommen (Ljaschenko, 2013). Die Messungen wurden bei
Raumtemperatur in extrazellulirem HL3;-Medium durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurden
intrazelluldre Elektroden mit Widerstdnden von 10-20 MQ, die mit einer 3M KCL-Losung

geflillt waren, verwendet. Die Zellen wurden wéhrend der Aufnahmen auf ein bestimmtes
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Halte-Potential fixiert. Fiir die Aufnahmen der Minis wurde das Halte-Potential auf -80 mV
festgelegt, fiir die Aufnahmen der exzitatorischen EPSC auf -60 mV. Um den synaptischen
Strom zu evozieren wurde der Nerv in eine Saugelektrode (Durchmesser: 1,5 um; gefiillt mit
extrazelluldrer Losung) eingesaugt und iiber die Saugelektrode mit einem Potential von 10 V
in Intervallen von 300 ms stimuliert (Grass S88 Stimulator und Isolationseinheit STUS, Astro-
Med). Die gemessenen Signale wurden mit Clampfit 10.2 (Molecular Devices) analysiert. Nur
Zellen mit einem anfinglichen Membranpotential von mindestens -50 mV und einem
Membranwiderstand von mindestens 4 MQ wurden in die Analyse aufgenommen. Der
»Quantal Content™ wurde berechnet, indem ein Quotient aus der durchschnittlichen eEPSC-
Amplitude und der durchschnittlichen Mini-Amplitude gebildet wurde, der anschlieBend fiir
das hyperpolarisierte Haltepotential korrigiert wurde (Reduktion der Amplitude um 75%)
(Hallermann, 2010).

2.2.8 Statistische Datenanalyse

Alle Untersuchungen wurden mit einem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test
statistisch ausgewertet. Bei mehrfachen Vergleichen innerhalb einer Messreihe wurde der
Signifikanzwert p < 0,005 nach dem Bonferroni-Korrekturfaktor (Bonferroni, 1936) angepasst.
Die Daten sind als + Standardfehler des arithmetischen Mittelwerts (S.E.M) angegeben. Die
Sterne beschreiben die unterschiedlichen statistischen Signifikanzlevels: * =p <0,05;

¥ =p<0,01; *** =p <0,001.
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3 Ergebnisse

3.1  Herstellung genomischer RSK-Rettungskonstrukte

Das RSK-Gen wird von einem anderen Gen (CG17600) umschlossen, dessen molekulare
Funktion noch unbekannt ist, und befindet sich in dem Intron zwischen dem 4. und 5. Exon
(Abb. 3.1 A, nach flybase.org). Durch diese Situation ldsst sich schwer feststellen, ob die
gefundenen Phédnotypen durch das Fehlen des RSK-Gens verursacht werden oder eventuell

durch Verdnderungen des Genlocus von CG17600 zustande kommen.

Um zu beweisen, dass die beschriebenen Defekte der neuromuskuldren Synapse von
Drosophila Larven (Fischer, 2009b), ausschlieBlich durch das Fehlen des RSK-Gen verursacht
werden, wurden Fliegen aus der Stocksammlung: ,,Duplication Consortium X Chromosome
Duplications* Bloomington Drosophila Stock Center der Universitit von Indiana
(http://flystocks.bio.indiana.edu) bestellt. Diese Fliegen tragen verschiedene genomische
Fragmente von 80 kb Linge aus der CHORI-Genombank (,,Children’s Hospital Research
Institute®), die an einer definierten Stelle auf dem 3. Chromosom mittels der ®C31-Integrase
inseriert wurden (Bateman, 2006). Eines dieser Fragmente umschlieSt beide Gene, RSK und
CG17600 und sollte auch alle relevanten Promotorregionen von RSK enthalten
(Dp(1; 3) DC390 oder P[DC390], Abb. 3.1 A). Eine frither beschriebene Nullmutante von RSK
(RSK#*%!; Putz, 2004) dient auch in dieser Arbeit als Nullmutante. Um festzustellen, ob die
Proteinexpression vergleichbar zu der endogenen RSK-Expression ist, wurde die Proteinmenge
mit Hilfe von Western Blots, die mit Antikorpern gegen RSK und a-Tubulin zur Normalisierung
inkubiert wurden, quantitativ ausgewertet (Abb. 3.1 B). Das in dem 80 kb-Fragment enthaltene
RSK-Gen wird im RSK#*®!-Hintergrund stirker exprimiert als das endogene RSK-Gen des
Wildtyps (Abb. 3.1 B: Wildtyp: 1,00 + 0,09; RSK**%!: P[DC390]: 1,62 + 0,07). Um zu
untersuchen, ob der Verlust von RSK eine Auswirkung auf die strukturelle Morphologie der
larvalen neuromuskuldren Synapse hat, wurden Haut-Muskel-Schlduche mannlicher Larven im
wandernden 3. Larvenstadium pripariert, fixiert und mit Antikorpern gefarbt. Als Marker fiir
die Aktiven Zonen wurde ein Antikdrper gegen Bruchpilot (BRP) verwendet. Bruchpilot, das
Drosophila Ortholog zu CAST/ELKS der Vertebraten, ist ein wichtiger Bestandteil der
Zytomatrix, die mit den Aktiven Zonen assoziiert ist (Wagh, 2006). Die Bereiche, die durch
BRP gefirbt waren, dienten zur Bestimmung der Gesamtzahl Aktiven Zonen der
neuromuskulidren Synapse, die die Muskeln 6 und 7 im Abdominalsegment A2 oder A3

innerviert. Die quantitative Analyse der Struktur der neuromuskuldren Synapse wird im
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Ergebnisteil 3.5 genauer beschrieben (Abb. 3.7). Der Verlust von RSK fiihrt zu einer
verringerten Gesamtzahl der Aktiven Zonen einer neuromuskuldren Synapse (Abb. 3.1 C:
Wildtyp: Anzahl Aktiver Zonen: 265,4 + 12,3; RSK***!: Anzahl Aktiver Zonen: 208,4 + 9,4;
p < 0,01). Durch die Expression des genomischen Rettungskonstrukts im RSK4*%’-Hintergrund
(RSK#*%!- P[DC390]) ist die Gesamtzahl der Aktiven Zonen vergleichbar mit der Anzahl im
Wildtyp (Abb. 3.1 C; Wildtyp: Anzahl Aktiver Zonen: 265,4 + 12,3; RSK*¥!: PIDC390]: AZ-
Anzahl: 263,5 + 19,7).

Ein weiteres Fragment von 80 kb Léange (DC389), das weder das RSK-Gen, noch das CG17600-
Gen abdeckt, und an derselben Stelle im Genom inseriert wurde, wurde auch im Bloomington
Drosophila Stock Center bestellt (Dp(1; 3) DC389 oder P[DC389], Abb. 3.1 A). Dieser
Fliegen-Stamm dient dazu auszuschliefen, dass der Phidnotyp durch weitere Mutationen in
Genom entstanden ist, die weder RSK noch CG 17600 betreffen. Um auszuschlieSen, dass durch
die Expression des DC389-Konstrukts kein RSK-Protein exprimiert wird, wurde das Transgen
in den RSK?’%!_Hintergrund gekreuzt und die RSK-Proteinexpression quantifiziert
(Abb. 3.1 B: RSK#*%1: 0,1 +£0,02; RSK**%: P[DC389]: 0,13 + 0,05). Durch die Expression des
Transgens wurde kein RSK-Protein exprimiert, die Gesamtzahl der Aktiven Zonen blieb im
Vergleich zum Wildtyp signifikant verringert, vergleichbar der Anzahl in der Nullmutante
(Abb. 3.1 C: Anzahl Aktiver Zonen: RSK**%: 208,4 + 9,4; RSK*¥!- P[DC389]: 206,7 £ 8,0).
Die verringerte Anzahl Aktiver Zonen der neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7 in
Abdominalsegment A2 oder A3 von RSK*¥!: PIDC389] zeigt, dass der Phéinotyp nicht durch
weitere Mutationen im Genom verursacht wurde. Die verringerte Gesamtzahl Aktiver Zonen

1st auf den Verlust des RSK- oder des CG17600-Gens zuriickzufiihren.

Eine kiirzere, 20 kb lange Duplikation des X-Chromosoms der CHORI-Datenbank wurde
ausgewahlt, die auch den Genlocus von RSK umschlieB3t (8-5M; Klonnummer: CH322-75N12).
Dieses Fragment dient zur Verifizierung, ob die beobachteten Phénotypen dem Verlust von RSK
zuzuschreiben sind. Das Fragment wurde in einen P[acman]-Vektor kloniert (Venken, 2009),
um dann mittels ®C3 1-Integrase an derselben Stelle auf dem 3. Chromosom inseriert zu werden
wie in DC389 und DC390. Drei unabhiingige Insertionen wurden anschlieBend in den RSK47%-
Hintergrund homozygot eingekreuzt (P/8-5M]-2; P[8-5M]-4; P[8-5M]-5). Die Expression des
RSK-Proteins ist unterschiedlich hoch in den drei Linien (Abb. 3.1 B: RSK*¥!; P[8-5M]-2:
1,53 + 0,02; RSK#*%!: P[8-5M]-4: 0,75 £ 0,06; RSK**%!: P[8-5M]-5: 0,80 + 0,03). Fiir die
Rettungsversuche wurde die Linie 8-5M-5 ausgewihlt, da die Menge an gebildetem RSK-
Protein fast der Menge an endogenem RSK im Wildtyp entspricht.
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Abb. 3.1 Test verschiedener genomischer RSK-Konstrukte.

(A) Schematische Darstellung der X-chromosomalen Genregion von RSK. Gezeigt ist das RSK-Gen
(orange) im Intron des Gens CG 17600 (violett) und der Deletionsbereich der Nullmutante RSK™*" (griin),
sowie verschiedene X-chromosomaler Fragmente, die als Duplikation auf dem dritten Chromosom
vorliegen (Dp1;3). DC390 umfasst beide Gene, CG 17600 und RSK (hellblau), DC389 umschlieBt keines
der beiden Gene (pink) und 8-5M umfasst RSK, aber CG17600 nicht vollstindig (dunkelblau). (B)
Quantitative Analyse der Proteinexpression von RSK in Wildtyp, RSK™" und den transgenen,
genomischen Konstrukten im RSK”*'-Hintergrund. Die gemessene Menge an RSK-Protein wurde auf die
im Lysat enthaltene Menge an a-Tubulin normalisiert. Die normalisierte Menge an RSK-Protein wurde in
Relation zur endogenen RSK-Menge des Wildtyp dargestellt; die Stichprobenzahl ist n=3. (C) Anzahl der
Aktiven Zonen der larvalen neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2 oder
A3. Die Anzahl ist in RSK**"'-Larven verringert. Dieser Defekt ist durch das Fehlen der RSK-Funktion
bedingt und kann durch das Einbringen eines X-chromosomalen Fragments, das das RSK-Gen umschlief3t,

gerettet werden.

Die Anzahl der Aktiven Zonen ist im Vergleich zu RSK?*® signifikant erhoht und entspricht
der Anzahl Aktiver Zonen wildypischer Larven (Abb. 3.1 C; Anzahl Aktiver Zonen: RSK#*%":
208,4 +9.4; RSK**%1: P[8-5M]-5:254,7 +10,9; p < 0,05; Wildtyp: 265,4 £ 12,3).
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Durch die 20 kb lange Duplikation eines X-chromosomalen Fragments, das das RSK-Gen
enthilt, kann die verringerte Anzahl der Aktiven Zonen der neuromuskuldren Synapse gerettet
werden. Durch dieses Fragment wird der Genbereich von RSK nicht aber von CG17600
vollstidndig abgedeckt, weshalb die verringerte Anzahl Aktiver Zonen auf den Verlust von RSK
zurlickzufiihren ist. Alle weiteren Rettungsexperimente wurden mit dieser Linie durchgefiihrt,

RSK?¥1: P[8-5M], die bis auf weiteres als RSK**¥!; P/RSK] bezeichnet wird.

3.2 Lokalisierung von RSK in den Motoneuronen

Basierend auf vorangegangenen Studien, die eine Funktion von RSK in den Motoneuronen
beschreiben (Fischer, 2009b), wurde zunichst die subzelluldre Lokalisierung von RSK in den
Motoneuronen von Drosophila Larven bestimmt. Endogenes RSK konnte nicht
immunhistochemisch gefarbt werden mit einem RSK-spezifischen Antiserum (S6KII-96),
womdglich ist die endogene Proteinmenge von RSK zu gering. Um RSK in den Motoneuronen
detektieren zu konnen, wurde ein GFP-markiertes cDNA-Konstrukt von RSK (UAS-
RSK::GFP) in den Motoneuronen iiberexprimiert. Hierflir wurden transgene Fliegen, die ein
UAS-RSK::GFP-Konstrukt tragen, mit Fliegen, die den Motoneuron-spezifischen Treiber D42-
Gal4 tragen, gekreuzt. Mannliche Nachkommen im wandernden dritten Larvenstadium (L3),
die RSK::GFP exprimierten, wurden ausgewahlt, um den Hautmuskelschlauch zu préiparieren
und das {berexprimierte RSK::GFP mittels eines Antikorpers gegen GFP in den
neuromuskuliren Synapsen detektiert (Abb. 3.2 A). Die Aktiven Zonen der Prasynapse wurden
mit einem Antikorper gegen BRP gefarbt. Um die Postsynapse zu visualisieren, wurden die
Glutamatrezeptoren des Typs II mit einem Antikorper gegen die gemeinsame Untereinheit D
gefarbt (GIuRIID). Das GFP-Signal konnte in der neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7

im Abdominalsegment A2 nachgewiesen werden.

Genauer befindet sich das iiberexprimierte RSK::GFP innerhalb der neuromuskuldren
Endknopfchen, den Boutons. Die Lokalisierung von RSK::GFP ist aber nicht auf die Aktiven
Zonen beschrinkt (Abb. 3.2 A). Um zu bestimmen, ob RSK auch in der Postsynapse lokalisiert
ist, wurde das Transgene UAS-RSK::GFP mit Hilfe der Treiberlinie mef2-Gal4 Muskel-
spezifisch exprimiert. Die Hautmuskelschlauch-Préparate ménnlicher L3-Larven wurden wie
oben beschrieben mit Antikérpern gegen GFP, BRP und GIuRIID gefirbt. RSK::GFP wird im
gesamten Muskel exprimiert, verstirkt in perinuklediren Regionen (Abb. 3.2 B). Eine

Anreicherung im postsynaptischen Bereich der neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7 im
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Abdominalsegment A2 konnte nicht gezeigt werden. RSK ist nur auf der prasynaptischen Seite

der neuromuskuldren Synapse angereichert.
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Abb. 3.2 Lokalisierung von RSK an der Synapse.

(A + B) Links: Projektionsansicht der neuromuskuléren Synapse der Muskeln 6/7 im
Abdominalsegment A2 zur Bestimmung der Lokalisierung des transgenen RSK::GFP (griin) an
der Prid- oder Postsynapse. Malistab: 20 um. Rechts: VergroBerung des in rotmarkierten
Boutons. Maf3stab: 2 um. BRP (rot) markiert die Aktiven Zonen, GluRIID (blau) visualisiert die
Glutamatrezeptorfelder innerhalb der Boutons. (A) Die Farbung des Motoneuron-spezifisch
exprimierten RSK::GFPs ist nicht auf die Aktiven Zonen begrenzt. (B) Fiarbung des Muskel-
spezifisch exprimierten RSK::GFPs zeigt keine Anreicherung des RSK::GFP an der
Postsynapse, es wird gleichméfig im Muskel exprimiert.

3.3  Lokalisierung von RSK und aktiviertem ERK in den Motoneuronen

RSK bindet ERK, das im aktiven Zustand RSK phosphoryliert und dadurch aktiviert. Somit
korreliert die Aktivitdt von RSK stark mit der ERK-Aktivitdt (Sturgill, 1988; Chung, 1991). In
jungeren Studien wurde RSK als direkter Interaktionspartner von ERK identifiziert (Kim, 2006,
Fischer ,2009b). Die Bindung zwischen RSK und ERK, nicht aber die Kinaseaktivitdt von RSK
ist essenziell fir die Funktion von RSK in der Entwicklung der Augen und Fligel von
Drosophila (Kim, 2006). Durch genetische Untersuchungen wurde festgestellt, dass RSK in der
Augen- und Fliigelentwicklung als zytoplasmatischer Anker von ERK dient, um die
Translokation von ERK in den Nukleus und somit die ERK-abhingige Transkription zu
regulieren (Kim, 2006).
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Abb. 3.3 Lokalisierung von RSK und aktivem ERK in den Motoneuronen von Drosophila
Larven.

(A) Neuromuskuldre Synapse der Muskeln 6/7 in A2 geférbt mit Antikoérpern gegen GFP (griin),
pERK (rot) und HRP (blau) als neuronaler Marker. Transgenes GFP::RSK wurde durch die
Treiberlinie D42-Gal4 Motoneuron-spezifisch exprimiert. Links: Darstellung der gesamten
neuromuskuldren Synapse. MaB3stab: 20 um. Rechts: Detaildarstellung des in rot markierten
Boutons der neuromuskuldren Synapse. MaBstab: 2 pm. GFP::RSK und pERK kolokalisieren
innerhalb der Boutons in einem punktformigen Muster. pERK weist eine breitere Verteilung als
GFP::RSK auf. (B) Fédrbungen des Somas eines Motoneurons im Ventralganglion mit
Antikdrper gegen GFP (griin), pERK (rot) und Lamin (blau), als Marker der Kernmembran. Die
gestrichelte Linie veranschaulicht den Umriss des Somas. Malistab: 5 pm. GFP::RSK und
aktives ERK sind im Cytoplasma des Perikaryons von Motoneuronen lokalisiert, pERK ist im

Gegensatz zu RSK zusitzlich im Kern zu sehen.

Biochemische Untersuchungen in Vertebraten hingegen sprechen fiir eine Funktion von RSK
in der negativen Feedback-Regulation des MAPK-Signalwegs (Romeo, 2012). Durch die
vorangegangenen Studien kam die Frage auf, ob RSK und aktiviertes ERK auch in den
Motoneuronen kolokalisieren. Hierfiir wurden immunhistochemische Férbungen des
Hautmuskelschlauchs von Drosophila 1.3-Larven mit einem Antikorper durchgefiihrt, der
gegen doppelt-phosphoryliertes und somit aktives ERK (pERK) gerichtet ist. Des Weiteren
wurde das transgene GFP-markierte RSK-Konstrukt (UAS-GFP::RSK), das mit Hilfe der
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Treiberlinie D42-Gal4 in den Motoneuronen exprimiert wurde, mit einem Antikdrper gegen

GFP gefirbt.

Zur Visualisierung der neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2
wurde ein Antikorper gegen HRP (Meerrettichperoxidase) als neuronaler Marker verwendet.
GFP::RSK und aktives ERK akkumulieren an der présynaptischen Seite der neuromuskulidren

Synapse in einem punktformigen Muster, in unregelméfiger Form in den Boutons (Abb. 3.3 A).

Die Kolokalisierung der beiden Proteine ist ersichtlich in manchen, aber nicht in allen Punkten,
was darauf hindeutet, dass die Proteine nur an bestimmten Stellen interagieren. Um die
Kolokalisierung von RSK und aktivem ERK in den Somata der Motoneurone nachzuweisen,
wurden Ventralganglien von Larven im dritten Larvenstadium prépariert und mit Antikérpern
gefirbt, die gegen pERK, GFP und Lamin, ein Protein der Kernmembran, gerichtet sind.
GFP::RSK wird gleichméfig im Perikaryon, nicht aber im Zellkern exprimiert, wohingegen
pERK im Perikaryon und auch im Nukleus nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.3 B).

34 Einfluss von RSK auf die Aktivitit von ERK in Motoneuronen

RSK und aktiviertes ERK in den Motoneuronen kolokalisieren, weshalb angenommen wurde,
dass der Verlust von RSK die Aktivitdt von ERK dort auch verdndert. Als Nullmutante wurde
eine friiher beschriebene Deletionsmutante von RSK verwendet (RSK**%7; Putz, 2004). Um die
Population von Motoneuronen anzureichern, wurden ausschlieflich die Ventralganglien
larvaler Gehirne fiir die Analyse direkt in der Fixierlosung prépariert, um Verdnderungen des
Phosphorylierungsstatus zu minimieren. AnschlieBend wurden die Ventralganglien lysiert und
mittels Western Blots mit Antikdrpern gegen ERK, pERK und a-Tubulin zur Normalisierung
analysiert (Abb. 3.4 A). Die normalisierte ERK-Menge wies keine Unterschiede zwischen
Wildtyp und Nullmutante auf (Abb. 3.4 B; normalisierte ERK-Menge: Wildtyp: 1,00 £+ 0,12;
RSK#%1:1,02 £ 0,11). Der Verlust von RSK hat keinen Einfluss auf die Gesamtmenge von
ERK in den Motoneuronen. Im Gegensatz dazu ist die Menge an aktiviertem ERK in der RSK-
Nullmutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhoht (Abb. 3.4 C; normalisierte pERK-
Menge: Wildtyp: 1,00 + 0,14; RSK#*%: 1,25 £ 0,16; p < 0,001).
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war die
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Gesamtmenge an ERK blieb unveridndert. Durch die
Expression des Rettungskonstrukt P/RSK] konnte

die pERK-Menge reduziert werden und war mit der

wildtypischen vergleichbar.

Um zu bestétigen, dass die Verdnderung der ERK-Aktivitit durch den Verlust von RSK
verursacht wird, wurde die Untersuchung mit Ventralganglien von Larven durchgefiihrt, die das
genomische RSK-Konstrukt im RSK4*¥/-Hintergrund exprimieren (RSK***; P[RSK]). In den
Ventralganglien von RSK#®!: P[RSK]-Larven war die Menge aktiven ERKs signifikant
unterschiedlich zu RSK#**'"Larven (Abb. 3.4 C: normalisierte pERK-Menge: RSK#%: 1,25 +
0,16; RSK*%!: PIRSK]: 1,02 +0,15; p <0,05), vergleichbar mit der Menge im Wildtyp. Die
normalisierte Menge an ERK blieb auch hier unveridndert (Abb. 3.4 B: normalisierte ERK-
Menge: RSK*¥!: PIRSK]: 1,02 +0,12). Der Verlust von RSK fiihrt zu einer erhohten ERK-
Aktivitdt in den Ventralganglien, ohne Einfluss auf das Expressionslevel von ERK. Die
Ergebnisse zeigen, wie schon in vorangegangen Studien bewiesen wurde (Kim, 2006; Fischer,

2009b), dass RSK den ERK/MAPK-Signalweg auch in den Motoneuronen negativ reguliert.
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Abb. 3.5 RSK beeinflusst die
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Um den Einfluss von RSK auf die subzelluldre Lokalisierung von aktivem ERK in den
Zellkorpern der Motoneurone nachzuweisen, mussten zundchst die Motoneurone im
Ventralganglion identifiziert werden. Hierfiir wurde eine membrangebundene Variante von GFP
(UAS-mCDS::GFP) mit der Treiberlinie D42-Gal4 Motoneuron-spezifisch exprimiert im
wildtypischen (Kontrolle) oder RSK#¥!-Hintergrund (RSK***"). Die larvalen Gehirne der
ménnlichen Nachkommen wurden mit Antikorpern gegen GFP, pERK und Lamin gefarbt. Wie
schon die Ergebnisse in 3.3. zeigten, ist auch hier in den Kontrolltieren eine Farbung des aktiven
ERK in Perikaryon und Nukleus der Motoneurone zu sehen (Abb. 3.5 A). Obwohl sich
scheinbar mehr aktives ERK in den Somata der Motoneurone von RSK?*%! befindet, konnte
keine Verdnderung hinsichtlich der Lokalisierung von aktivem ERK zwischen Nukleus und
Zytoplasma aufgezeigt werden. Dies unterschied sich von bisherigen Untersuchungen an sich

differenzierenden Zellen wihrend der Augenentwicklung.

Hier wurde gezeigt, dass der Verlust von RSK eine Auswirkung auf die Lokalisierung, nicht

aber auf die Menge von aktivem ERK hat (Kim, 2006).

Um die RSK-abhédngige Lokalisation von aktivem ERK an der neuromuskulidren Synapse zu
untersuchen, wurden Hautmuskelschlauch-Praparate mit Antikdrpern gegen BRP, pERK und
HRP gefirbt (Abb.3.5A -C). Die Lokalisierung von aktivem ERK wurde in der
neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2 oder A3 untersucht. An
der neuromuskuldren Synapse wildtypischer Larven ist pERK vorwiegend an der

prasynaptischen Seite lokalisiert (Abb. 3.5 B).

Betrachtet man hingegen die neuromuskuldre Synapse der Nullmutante, ist die pERK-Farbung
an der Synapse kaum sichtbar (Abb. 3.5 C). Durch die Expression des genomischen
Rettungskonstrukts im RSK#*%/-Hintergrund (RSK?*%"'; P[RSK]) konnte aktives ERK wieder
an der Prisynapse nachgewiesen werden (Abb. 3.5 D). Die Farbung von pERK im Muskel
scheint deutlich stirker in RSK4*!; P[RSK] im Vergleich zum Wildtyp oder der Nullmutante.

Um die Menge an pERK quantitativ zu bestimmen, wurden die Versuche wiederholt. Ein
membrangebundenes GFP-Konstrukt (UAS-mCDS8::GFP) wurde mit Hilfe der Treiberlinie
OKo6-Gal4 Motoneuron-spezifisch exprimiert, um die Motoneurone durch die spezifische
Expression des membrangebundenen GFP im Ventralganglion zu visualisieren. Zunédchst wurde
die Motoneuron-spezifische Treiberlinie mit dem Wildtyp (Kontrolle) und der Nullmutante
(RSK2%¥'1)  gekreuzt. Die Hautmuskelschliuche minnlicher Larven im spiten, dritten

KA58/1

Larvenstadium von Kontrolle und RS wurden mit Gehirn prépariert und unter gleichen

Bedingungen gefirbt, um die pERK-Menge in den Zellkdrpern und der neuromuskuldren
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Synapse vergleichen zu konnen (Abb. 3.6). In den Praparaten wurden die Signalintensitdten der
GFP- und pERK-Férbung von jeweils 10 Zellkdrpern aus 10 Préparaten (Abb. 3.6 A) und den
neuromuskulidren Synapsen (Abb. 3.6 B, C) der Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2
bestimmt. Die Signalintensitit der pERK-Farbung wurde auf die GFP-Signalintensitét
normalisiert und quantifiziert (Abb. 3.6 D, E).

A D - E Abb. 3.6 Quantifizierung der Signalintensitiit von
So SiE PERK in den subzelluliiren Kompartimenten der
: S el
i %‘:, 1. =5 Motoneurone.
w Q=
_o %5 §§ (A-C) Hautmuskelschlauch-Gehirn-Priparate von
= W :@ = = % . .
23 £9 Kontrolle und RSK™', die mCDS8::GFP mit der
4 £ o 2 22 i i -
25 = ool1o| Treiberlinie OK6-Gal4 Motoneuron-spezifisch
T 5
E ] & E exprimieren, wurden mit Antikdrpern gegen GFP (griin)

und pERK (rot) geférbt. (D+E) Die Signalintensitit von
pERK wurde auf das GFP-Signal normalisiert und

Kontrolle

quantifiziert. (A) Zellkérper von Motoneuronen aus
Larven der Kontrolle (oben) und RSK™" (unten). Die

gestrichelte Linie verdeutlicht die Abgrenzung des Somas.

GFP || oFriERK | @@

MaBstab: 5 pm. In den Zellkérpern von RSK™*'-Larven ist
die Menge an pERK im Vergleich zu den Kontrolltieren
deutlich erhéht. (B, C) Links: Projcktionsansicht der
neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7 im

FsEn Abdominalsegment A2 von Kontrolltieren (B) und
RSK™"'(C). MaBstab: 20 um. Rechts: Detailansicht eines
Boutons. Malistab: 2 um. (D) Quantifizierung der

GFPpERK | © | pERK

normalisierten Signalintensitdt von pERK an der

neuromuskulidren Synapse. Das normalisierte pERK-

GFP

Signal an der prasynaptischen Seite ist in der Nullmutante
im Vergleich zur Kontrolle deutlich verringert. (E)
Quantifizierung der normalisierten pERK-Menge in den

Zellkorpern der Motoneurone. Die normalisierte

pERK

Signalintensitdt von pERK in den Zellkérpern der
Motoneurone ist in der Nullmutante im Vergleich zur
Kontrolle deutlich erhdht. Die Anzahl der analysierten

Priparate ist in den Diagrammen benannt.

Im Vergleich zu den Kontrolltieren war in der Nullmutante die Intensitdt der pPERK-Farbung an

den neuromuskuldren Synapsen signifikant reduziert (Abb. 3.6 D; normalisierte pERK-Menge:

47



Ergebnisse

Kontrolle: 1,00 + 0,08; RSK#*%": 0,46 + 0,05; p < 0,01), in den Zellkdrpern hingegen signifikant
erhdht (Abb. 3.6 E; normalisierte pERK-Menge: Kontrolle: 1,00 + 0,03; RSK#*%: 1,23 + 0,04;
p <0,01). Diese Ergebnisse flihrten zu der Annahme, dass RSK nicht nur die Menge an aktivem
ERK reguliert, sondern auch die Verteilung des aktiven ERKs zwischen den verschiedenen

subzelluliren Kompartimenten der Motoneurone bestimmt.

Die Struktur und Funktion neuromuskuléren Synapsen von RSK4*¥! wurde weiter untersucht,
da die Regulation der ERK-Aktivitdt in der Funktion der neuromuskuldren Synapse eine Rolle
spielt (Koh, 2002; Wairkar, 2009).

3.5 Verlust von RSK verandert die Struktur und Funktion von neuromuskuliren

Synapsen

Die Regulation des ERK/MAPK Signalwegs stellt einen moglichen Mechanismus der
Synapsen-spezifischen Kontrolle der Struktur und der Transmission von neuromuskulidren
Synapsen dar. Beispielsweise flihrt der Verlust von UNC-51, einem Inhibitor von ERK, zu einer
verringerten Anzahl und Dichte der Synapsen, sowie zu Appositionsdefekten zwischen
Glutamatrezeptor-feldern und den gegeniiberliegenden préasynaptischen Aktiven Zonen
(Wairkar, 2009). Durch das stereotype Verzweigungsmuster und die Termini-spezifische
Anzahl an Boutons der neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7 in den Abdominalsegmenten
A2 oder A3 eignet sich die neuromuskuldre Synapse von Drosophila als Modell, um den

Einfluss von Proteinen auf die Struktur und die Transmission der Synapse zu untersuchen.

Fir die quantitative Strukturanalyse der neuromuskuliren Synapse wurden
Hautmuskelschlauch-Praparate méannlicher Larven im spéten dritten Larvenstadium mit
Antikorpern gegen BRP, GIuRIID und HRP als neuronalen Marker gefarbt (Abb. 3.7). Die
gemessene Gesamtgrofe der neuromuskuléren Synapse entspricht der Flache der HRP-Farbung

und umfasst die Fliche aller Boutons sowie die Verzweigungen des Axons (Abb. 3.7;

Abb. 3,8 A).

Mit Hilfe der BRP-Fiarbungen wurden die Gesamtzahl und die durchschnittliche Flache aller
Aktiven Zonen innerhalb der neuromuskuldren Synapse bestimmt (Abb. 3.7; Abb. 3.8 B, C).
Die Gesamtzahl und durchschnittliche Flache aller postsynaptischen Glutamatrezeptorfelder
einer neuromuskuldren Synapse wurde durch die Farbung mit dem Antikorper gegen GluRIID

bestimmt (Abb. 3.7; Abb. 3.8 C, D).
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Abb.3.7 Immunhistochemische FArbung und schematische Darstellung der
neuromuskuliiren Synapse

(A) Projektionsansicht der neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2
einer wildtypischen Larve gefdrbt mit Antikorpern gegen BRP (griin), GIuRIID (rot) und HRP
(blau). MaBstab: 20 um. Das rot markierte Bouton ist vergroBert dargestellt. Malistab: 5 um. Zur
Bestimmung der Gesamtzahl der Aktiven Zonen bzw. Glutamatrezeptorfelder wurden die Bereiche
gezdhlt, die durch BRP bzw. GIuRIID gefarbt waren. Zur Berechnung der durchschnittlichen
Flachen der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder wurden die Flidchen dieser Bereiche
bestimmt und gemittelt. Mit Hilfe der HRP-Fiarbung konnte die Grofle der neuromuskulidren
Synapse bestimmt werden, sie stellt den gesamten priasynaptischen Bereich dar. (B) Schematische
Darstellung der neuromuskuldren Synapse. Die neuromuskuldre Synapse (violett) beherbergt
mehrere Boutons, die hier kreisférmig dargestellt sind. In den Boutons befindet sich die Aktiven
Zonen (griin), die den Glutamatrezeptorfeldern (rot) gegentiber liegen. Die innervierten Muskeln
6/7 sind in gelb dargestellt. (C) Schematische Darstellung eines Boutons. Das Andocken
synaptischer Vesikel (gelb) an die Aktive Zone wird {iber BRP (griin) vermittelt. Uber Ca™-Kaniile,
die Untereinheit Cacophony (Cac; blau) ist reprisentativ dargestellt, wird die Freisetzung von
Glutamat (rot) ausgeldst. Auf der postsynaptischen Seite liegen die Glutamatrezeptorfelder (grau)

den Aktiven Zonen gegeniiber.

Die Gesamtfliche der neuromuskulidren Synapse war in der Nullmutante im Vergleich zum
Wildtyp verringert (Abb. 3.8 A; GesamtgroBe der neuromuskuldren Synapse: Wildtyp:
642,1 pm? + 46,3 um?; RSK*%!: 464,2 ym? + 32,0 pum?; p < 0,01). Auf der prisynaptischen
Seite waren Anzahl und Flichen der Aktiven Zonen in RSK?**’ im Vergleich zum Wildtyp
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signifikant reduziert (Abb. 3.8 B: Anzahl Aktiver Zonen: Wildtyp: 263,0 + 14,9; RSK**5"7: 205,3
+ 11,8; p<0,01; Abb. 3.8 C: Flichen der Aktiven Zonen: Wildtyp: 0,77 um? £ 0,08 pm?;
RSK®¥1: 0,51 pm?> + 0,04 pm?;, p<0,01). Auch waren Anzahl und Flichen der
Glutamatrezeptorfelder der postsynaptischen Seite in der Nullmutante im Vergleich zum
Wildtyp signifikant reduziert (Abb. 3.8 D: Anzahl Glutamatrezeptorfelder: Wildtyp: 264,2 +
18,1; RSK#¥!: 214,6 + 11,9; p<0,05; Abb. 3.8 E: Flichen der Glutamatrezeptorfelder:
Wildtyp: 1,11 pm? + 0,03 pm?; RSK#¥7: 0,82 um? + 0,04 pm?; p < 0,01). Das Verhiltnis von
Aktiven Zonen zu Glutamatrezeptorfeldern der neuromuskuldren Synapsen blieb unverdndert,
der Aufbau und die Zusammensetzung der synaptischen Verkniipfungen im Allgemeinen waren
nicht gestort, da keine Appositionsdefekte von priasynaptischem BRP und postsynaptischen
GIuRIID beobachtet wurden (Abb. 3.8 F). Darin unterscheidet sich der Phinotyp von RSK4¥!
von dem der UNC-5/-Mutante, in der hdufig Aktive Zonen ohne gegeniiberliegende
Glutamatrezeptorfelder gefunden wurden (Wairkar, 2009). Die Ergebnisse der quantitativen
Analyse der Struktur der neuromuskuliren Synapse sind in einer Ubersicht zusammengefasst
(Tab. 3.1). Um festzustellen, ob die strukturellen Verdnderungen der Prid- und Postsynapse
durch Verlust von RSK verursacht wurden, wurden die neuromuskuldren Synapsen von Larven
untersucht, die das zuvor beschriebene Rettungskonstrukt homozygot im RSK4**-Hintergrund
tragen (RSK**!; PIRSK]). In diesen Tieren waren die GesamtgroBe der neuromuskuliren
Synapse (Abb. 3.8 A: RSK*¥!: PIRSK]: 550,6 pm? + 24,1 um?; p < 0,05 vs. RSK?*%") die
Anzahl (Abb. 3.8 B: RSK#¥!: P[RSK]: 248,4 = 11,3; p < 0,05 vs. RSK***") und die Fliche der
Aktiven Zonen (Abb. 3.8 C: RSK#*¥!: P[RSK]: 0,60 pm? + 0,04 pm?; p < 0,05 vs. RSK?*57)
signifikant unterschiedlich zu RSK?’%/) nicht aber zum Wildtyp. Die prisynaptischen
Phinotypen konnten durch dieses Konstrukt vollstindig gerettet werden. An der Postsynapse
war die Anzahl der Glutamatrezeptorfelder (Abb. 3.8 D: RSK#¥!: P[RSK]: 242.5 +9,9) weder
zum Wildtyp noch zu RSK#¥' signifikant unterschiedlich. Die Fliche der
Glutamatrezeptorfelder blieb vergleichbar zu RSK?*%" (Abb. 3.8 E: RSK*¥!; P[RSK]: 0,78
pum? £ 0,04 um?).
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Abb. 3.8 Auswirkung des Verlusts von RSK auf die Struktur der neuromuskuliren Synapse.

Quantifizierungen der larvalen neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7im Abdominalsegment A2
oder A3. Die Gesamtgrofie der neuromuskulidren Synapse wurde durch die HRP-Farbung bestimmt (A),
die BRP-Firbung diente zur Bestimmung der Anzahl (B) und Fliche (C) der Aktiven Zonen. Mit Hilfe
der GluRIID-Farbung wurden Anzahl (D) und Flache (E) der Glutamatrezeptorfelder bestimmt. Im
Vergleich zum Wildtyp sind die gemessenen Parameter in beiden RSK-Nullmutanten (RSKAS58/1 und
RSKD1) signifikant reduziert. BRP- und GIluRIID-Farbung dienten zusitzlich zur Ermittlung des
Verhiltnisses von Aktiven Zonen zu Glutamatrezeptorfeldern (F), das in den untersuchten Genotypen
unverdndert ist. Priasynaptische Defekte konnten durch das RSK-Transgen (RSKAS58/1; P[RSK],
RSKDI1; P[RSK]) gerettet werden, wobei die Defekte der Postsynapse nicht oder nur teilweise gerettet

werden konnten.

Um zu bestitigen, dass die Verdnderungen in der Struktur der neuromuskulidren Synapse durch
den Verlust von RSK entstanden sind, wurde die Analyse mit einer unabhéngig generierten
Nullmutante von RSK (RSK?’; Kim 2006) erneut durchgefiihrt. Auch in dieser Nullmutante sind
im Vergleich zum Wildtyp die GesamtgrdBe der neuromuskuliren Synapse (Abb. 3.8 A: RSKP':
423,6 pm? £ 30,8 um?; p < 0,05 vs. Wildtyp), die Anzahl (Abb. 3.8 B: RSK?!: 179,9 + 12,0;
p < 0,05 vs. Wildtyp) und Fléiche der Aktiven Zonen (Abb. 3.8 C: RSKP': 0,54 um?* £ 0,05 pm?;
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p < 0,05 vs. Wildtyp) sowie die Anzahl (Abb. 3.8 D: RSKP’: 164,4 £ 14,3; p < 0,05 vs. Wildtyp)
und Fliche der Glutamatrezeptorfelder (Abb. 3.8 E: RSKP’: 0,53 pm? + 0,05 pm?; p < 0,01 vs.
Wildtyp) signifikant reduziert. Damit konnte verifiziert werden, dass die Verdnderungen der
Struktur der neuromuskuliren Synapse durch den Verlust von RSK entstanden sind, nicht durch

zusitzliche Mutationen im Genom.

G:’;L‘::_er Anzahl Fliche Anzahl Fliche Aixs::’gg:‘sen
o Aktiver Aktiver Glutamat- Glutamat-
muskularen Zonen Zonen rezeptorfelder | rezeptorfelder | 2" Clutamat:
Synapse p P rezeptorfelder
Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp
RSKAs!1 reduziert ‘ reduziert reduziert reduziert reduziert Wildtyp
RSK2%%"; P[RSK] Wildtyp Wildtyp Wildtyp e reduziert Wildtyp
reduziert
RSK™ reduziert ‘ reduziert reduziert reduziert reduziert Wildtyp
o1, : ‘ . . . Wildtyp/ )
RSK"'; P[RSK] Wildtyp ‘ Wildtyp Wildtyp Wildtyp roiGient Wildtyp

Tabelle 3.1: Ubersicht der Rettungsversuche der Verinderungen in der Struktur der

neuromuskuldren Synapse durch genetisch unabhiingige Nullmutanten von RSK.

Die Verdnderungen der postsynaptischen Seite konnten durch die Expression des genomischen
RSK-Konstrukts im RSK4*®!-Hintergrund nur teilweise gerettet werden. Deshalb wurde analog
zu RSK#¥! das genomische RSK-Konstrukt in den RSKP!-Hintergrund eingekreuzt
(RSKP!: P[RSK]) und die Struktur der neuromuskuliren Synapse untersucht. Auch in Larven,
die das Rettungskonstrukt im RSK”/-Hintergrund trugen, waren die GesamtgroBe der
neuromuskuliren Synapse (Abb. 3.8 A: RSKP!: P[RSK]: 549,3 um* + 27,4 um?; p < 0,01 vs.
RSKP?), die Anzahl der Aktiven Zonen (Abb. 3.8 B: RSKP!: P/RSK]: 236,0 £ 6,9; p < 0,01 vs.
RSKP') sowie die Fliche der Aktiven Zonen (Abb. 3.8 C: RSKP!: P/RSK]: 0,73 um®> +
0,06 um?; p < 0,05 vs. RSKP?) signifikant verschieden zu RSK?’, nicht aber zum Wildtyp.

Auf der postsynaptischen Seite war die Anzahl der Glutamatrezeptorfelder im Vergleich zu
RSKP! deutlich erhoht, vergleichbar mit dem Wildtyp (Abb. 3.8 D: RSK?!; P/RSK]: 235,4 +
8,0; p<0,001 vs. RSKP"). Die Fliche der Glutamatrezeptorfelder war im Vergleich zur
Nullmutante deutlich erhoht, blieb aber signifikant reduziert im Vergleich zum Wildtyp
(Abb.3.8 E: RSKP!: P[RSK]: 0,86 um* £ 0,06 um?; p < 0,01 vs. RSKP’; p < 0,05 vs. Wildtyp).

Mogliche Erkldrungen fiir die vollstindige Rettung der prisynaptischen, nicht aber der

postsynaptischen Phdnotypen konnte ein unvollstindiges Expressionsmuster des transgenen
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RSKs sein oder die Expression einer nicht-physiologischen Menge von RSK. Da endogenes
RSK leider nicht immunhistochemisch nachweisbar ist, konnte die erste Begriindung nicht
weiter Uberpriift werden. Die quantitative Analyse der RSK-Expressionsmengen mittels
Western Blot-Analyse zeigte allerdings, dass keines der transgenen RSK-Konstrukte eine RSK-
Menge exprimiert, die identisch mit der endogenen RSK-Expression ist (Abb. 3.1 B).

3.6  Einfluss von RSK auf die Boutons der neuromuskuliren Synapse

Die Strukturanalyse zeigte, dass die neuromuskuldren Synapsen der Nullmutanten im Vergleich
zum Wildtyp kleiner sind und auch eine reduzierte Gesamtzahl an Aktiven Zonen bilden.
Dennoch wurde in vorangegangen Studien festgestellt, dass durch den Verlust von RSK in den
neuromuskulidren Synapsen mehr Boutons gebildet werden (Fischer, 2009b). Zusammen

betrachtet miissten die Boutons im Vergleich zum Wildtyp deutlich kleiner sein.

Die Aufnahmen der Hautmuskelschlauch-Priparate aus der Strukturanalyse der
neuromuskuldren Synapsen (3.5) wurden verwendet, um die Anzahl und Grée der Boutons der
neuromuskulidren Synapsen auszuwerten. Die HRP-Fiarbung diente zur Identifizierung der

einzelnen Boutons, die mit Hilfe der BRP-Fiarbung abgegrenzt wurden (Abb. 3.9 A).

Die Anzahl der Boutons ist in den unabhiingig generierten Nullmutanten RSK***” und RSK”"
im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhoht (Abb. 3.9 B: Wildtyp: 51,7 + 3,3; RSK#¥1: 75,2
+£2,9; p<0,01 vs. Wildtyp; RSKP?: 78,9 +3,4; p < 0,001 vs. Wildtyp).

Da die Anzahl der Boutons der neuromuskuldren Synapsen durch den Verlust von RSK erhoht
ist, die Gesamtzahl der Aktiven Zonen aber reduziert ist (Abb. 3.9 B), sollten folglich wenig
Aktive Zonen in einem Bouton zu finden sein. Wie erwartet war in den Nullmutanten die Anzahl
der Aktiven Zonen eines Boutons im Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert (Abb. 3.9 C:
Wildtyp: 5,93 + 0,35; RSK#¥1: 292 + 0,16; p<0,01 vs. Wildtyp; RSKP!: 2,70 =+ 0,30;
p <0,001 vs. Wildtyp). In der Strukturanalyse wurde nachgewiesen, dass die neuromuskulére
Synapse durch den Verlust von RSK kleiner war (Abb. 3.8 A), aber mehr Boutons enthielt,
weshalb auch die GroBe der Boutons bestimmt wurde, die in den Nullmutanten im Vergleich
zum Wildtyp deutlich reduziert war (Abb. 3.9 D: Wildtyp: 8,62 pm? £ 0,39 pm?; RSK?*%":
4,51 pm? £ 0,48 pm?; p < 0,01 vs. Wildtyp; RSKP': 4,74 um? £ 0,59 um?; p < 0,01 vs. Wildtyp).
Im Vergleich zu den wildtypischen bilden die Motoneurone der Nullmutanten kleinere

Synapsen mit mehr, aber kleineren Boutons, die auch weniger Aktive Zonen beherbergen.
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Um zu verifizieren, ob die Anzahl der Boutons durch den Verlust von RSK erhoht ist, wurden
auch die neuromuskuléren Synapsen der Larven untersucht, die das genomische RSK-Konstrukt
im jeweiligen Nullmutanten Hintergrund tragen. Durch die Expression des transgenen RSKs
war die Anzahl der Boutons im Vergleich zu der jeweiligen Nullmutante signifikant verringert
(Abb. 3.9 B: RSK#¥!; P[RSK]: 60,7 + 2,4; p<0,05 vs. RSK; RSKP!; P[RSK]: 59,7 + 2,6;
p<0,05 vs. RSK”"). Die Anzahl der Aktiven Zonen eines Boutons im Vergleich zu der
jeweiligen Nullmutante war signifikant erhoht (Abb. 3.9 C: RSK#*%!: P[RSK]: 4,48 + 0,34;
p < 0,05 vs. RSK*¥!; RSKP!; PIRSK]: 4,17 £0,25;p < 0,05 vs. RSKP'). Die GroBe der Boutons
blieb durch das Einbringen des transgenen RSK-Konstrukts im Vergleich zu der jeweiligen
Nullmutante jedoch unverindert (Abb. 3.9 D: RSK#*%!: P/[RSK]: 5,03 um?> + 0,32 pm?;
RSKP!; P[RSK]: 4,91 um? £ 0,79 pm?).

In den neuromuskuldren Synapsen sind kleine (Typ Is) und grofe Boutons (Typ Ib) vorhanden
(Atwood, 1993). Da in den Nullmutanten mehr Boutons gezahlt wurden, die durchschnittliche
GroBe der Boutons aber geringer war als im Wildtyp, wurden die Boutons anhand ihrer Grof3e
in TypIs und Typ Ib unterteilt, um festzustellen, ob mehr Boutons des Typs Is in den
Nullmutanten vorhanden waren. Der relative Anteil der Boutons des Typs Is war in den
Nullmutanten im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhoht, der Anteil an Typ Ib-Boutons war
dementsprechend reduziert (Abb. 3.9 E: Typ Is-Boutons: Wildtyp: 0,44 + 0,03; RSK**%": 0,62
£ 0,02; p<0,01 vs. Wildtyp; RSKP’: 0,74 + 0,03; p <0,001 vs. Wildtyp; Typ Ib Boutons:
Wildtyp : 0,56 +0,03; RSK#%7: 0,38 +£0,02; p < 0,01 vs. Wildtyp; RSKP?: 0,26 +0,03; p < 0,001
vs. Wildtyp). Trotz der Expression des genomischen RSK-Konstrukts blieb das Verhiltnis von
Typ Is- zu Typ Ib-Boutons unverdndert und vergleichbar mit den jeweiligen Nullmutanten
(Abb. 3.8 E: Typ Is Boutons: RSK**¥!: PIRSK]: 0,69 + 0,04; RSK”!: P/RSK]: 0,75 + 0,01;
Typ Ib Boutons: RSK#¥!; P/RSK]: 0,31 £ 0,02; RSKP!; P[RSK]: 0,25 +0,03).

Da die Zuordnung der Boutons in Typ Ib und Typ Is anhand ihrer Grof3e erfolgte, ist nicht
geklirt, ob durch den Verlust von RSK mehr Typ Is-Boutons gebildet werden oder die Typ Ib-
Boutons kleiner sind. Typ Ib-Boutons unterscheiden sich von Typ Is durch ein sehr stark
ausgeprigtes subsynaptisches Retikulum (SSR), das durch Einstiilpungen der Muskelmembran
gebildet wird. Auch das Geriistprotein DLG (Disc Large), eine im SSR lokalisierte Membran-
assoziierte Guanylat-Kinase, ist abundanter in Typ Ib-Boutons (Bate and Broadie, 1995; Lahey,
1994). Durch die quantitative Auswertung eine DLG-Féarbung der neuromuskuldren Synapse

konnte die Zuordnung in Typ Ib- und Typ Is-Boutons verifiziert werden.
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Abb. 3.9 Auswirkung von RSK auf die Boutons der neuromuskuléiren Synapse

(A) Firbungen der Boutons der neuromuskuliren Synapse von Wildtyp, RSK” und RSK”';
P/RSK] mit Antikérpern gegen HRP (blau), BRP (griin) und GIluRIID (rot). Mafstab: 2 um.
Quantifizierungen der Anzahl der Boutons der neuromuskuldren Synapsen (B), der Anzahl
Aktiver Zonen eines Boutons (C) und der Gréfe der Boutons (D). (E) Aufteilung der Boutons in
kleine (Typ Is) und grofie (Typ Ib) Boutons. Durch den Verlust von RSK werden mehr, aber
kleinere Boutons gebildet, die auch weniger Aktive Zonen beherbergen. Durch die Expression des
genomischen RSK-Konstrukts wurde eine wildtypische Anzahl Boutons gebildet, die mehr aktive
Zonen beinhalteten als diec Boutons der Nullmutanten. Die Boutongrofie konnte jedoch nicht

gerettet werden.

Wie auch schon in der Studie von Fischer et al. (2009) gezeigt wurde, war die Anzahl der
Boutons in den neuromuskulidren Synapsen durch den Verlust von RSK erhdht.
Zusammenfassend hat RSK einen Einfluss auf die Anzahl der Boutons der neuromuskuldren
Synapsen und auch auf die Anzahl der Aktiven Zonen, die in einen Bouton gebildet werden.
Durch den Verlust von RSK werden vermehrt kleinere Boutons gebildet, was durch Einbringen

des genomischen RSK-Konstrukts nicht gerettet werden konnte.
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3.7 Einfluss von RSK auf die Struktur von neuromuskuliren Synapsen in

Abhiingigkeit von ERK

In Abschnitt 3.4. wurde fiir RSK die Beteiligung an der Inhibition des MAPK-Signalwegs in
Motoneuronen nachgewiesen. RSK dient aber auch als Effektorkinase des MAPK-Signalwegs
und phosphoryliert Substrate, die in neuronalem Gewebe eine wichtige Rolle spielen, wie
beispielsweise CREB (cAMP-response-element-binding-protein; De Cesare, 1998) und GSK3
(Glykogensynthase-3; Sutherland, 1993). Um herauszufinden, ob die Auswirkung des Verlusts
von RSK auf die Struktur der neuromuskuldren Synapse durch die erhohte Aktivitdt von ERK
verursacht wurde, wurde die Struktur der neuromuskuldren Synapse verschiedener ERK-
Mutanten einzeln und in Kombination mit RSK“°*" analysiert. Fiir diese Analyse wire die
Kombination von Nullmutanten beider Gene ideal, leider sind Nullmutanten von ERK, das in

Drosophila von dem Gen rolled (rl) kodiert wird, homozygot nicht lebensfihig.

Deshalb wurde das homozygot lebensfihige, hypomorphe 7//-Allel fiir die Analyse verwendet,
das eine verringerte ERK-Aktivitit aufweist (Biggs, 1994). In homozygoten r/'/rl’-Tieren
waren alle gemessenen Parameter der Struktur der neuromuskuldren Synapse im Vergleich zu
wildtypischen Tieren unveridndert (Abb. 3.12 A-F), was auch schon in vorangegangenen

Studien bewiesen wurde (Wairkar, 2009).

RSK besitzt eine duale Funktion im ERK/MAPK-Signalweg, einerseits dient es als
Effektorkinase und phosphoryliert demnach Substrate nach seiner Aktivierung durch ERK.
Anderseits hat RSK auch eine Funktion in der Regulation des MAPK-Signalwegs, indem es die
Hyperaktivierung von ERK verhindert (Abb. 3.10 A). Beide Funktionen konnten
verantwortlich flir die Verdnderungen in der Struktur der neuromuskuldren Synapse sein. Unter
der Annahme, dass RSK in den Motoneuronen nur durch die Veranderungen der ERK-Aktivitit
wirkt, wird durch den Verlust von RSK die Aktivitdt von ERK nicht mehr negativ reguliert,
wodurch vermehrt ERK-Substrate phosphoryliert werden und somit die Verdnderungen der
Struktur der neuromuskuldren Synapse verursacht werden (Abb. 3.10 B). Diese Verdnderungen
KA/

sollten in der Doppelmutante RS ; rl!/rl' deutlich abgeschwiicht sein, da die Aktivitit von
ERK verringert ist (Abb. 3.10 C).
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Abb. 3.10 Schematische Darstellung der Funktion von RSK als Negativregulator des MAPK-

Signalwegs

(A) Duale Funktion von RSK als Effektorkinase des MAPK-Signalwegs und als Negativregulator von
aktiviertem ERK. (B+C) Annahme, dass RSK in Motoneuronen nur durch Verdnderungen der ERK-
Aktivitdt Auswirkungen auf die Struktur der neuromuskuldren Synapse hat. (B) Durch den Verlust von
RSK ist ERK hyperaktiviert und phosphoryliert vermehrt Substrate, was zur Verdnderungen in der
Struktur der neuromuskuldren Synapse fiihrt. (C) In der Doppelmutante RSK™': rI'/ rl' wird die
Hyperaktivierung durch die geringere ERK-Aktivitit unterdriickt.

Die Analyse der Ergebnisse der Doppelmutante aus RSK**'! und 7/’ zeigte, dass Anzahl der
Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder zu RSK?*®! deutlich verindert waren, die
Phiinotypen waren weniger stark ausgeprigt als in RSK2*'! (Abb. 3.12 B: Anzahl Aktiver
Zonen: RSK#¥1: 205,0 + 6,1; RSK*¥1: vI!/ ri': 237,0 + 8,7; p<0,01; Abb. 3.12 D: Anzahl
Glutamatrezeptorfelder: RSK?*%!: 214,6 + 10,8; RSK**%: v/ rI': 259,4 + 10,0; p < 0,01) und
unterscheiden sich nicht signifikant vom Wildtyp (Abb. 3.12 B: Anzahl Aktiver Zonen:
Wildtyp: 259.,4 + 13,7; Abb. 3.11 D: Anzahl Glutamatrezeptorfelder: Wildtyp: 258,3 £ 15,0).
Die Ergebnisse zeigen, dass die erhohte ERK-Aktivitdit der RSK-Nullmutante durch die
geringere ERK-Aktivitdt kompensiert wurde (Abb. 3.10). Aus der Analyse der genetischen
Interaktion konnte geschlossen werden, dass RSK einen Einfluss auf die Negativregulation des
MAPK-Signalwegs in der Regulation der Anzahl Aktiver Zonen und Glutamatrezeptorfelder

hat. Dagegen blieb der negative Effekt von RSK#*%!

auf die GroBe der neuromuskuldren
Synapse sowie auf die Fliche der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder unverdandert durch
das Einbringen der //-Mutation (Abb. 3.12 A: GréBe der neuromuskuléren Synapse: RSK4*%//:
447,6 pm? £ 20,2 um?; RSK?%1: vll/ ri': 468,6 um?> + 41,7 pm?; Abb. 3.12 C: Fliche der

Aktiven Zonen: RSK#%!: 0,48 pm? + 0,04 um? RSK®¥!: rll/+: 0,55 pm? £+ 0,04 pm?;
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Abb. 3.12 E: Fliche der Glutamatrezeptorfelder: RSK4¥!: 0,81 pm? + 0,05 um?; RSK4¥!;
rl'/+: 0,78 um? £ 0,05 pm?). RSK kdnnte somit als Effektorkinase des MAPK-Signalwegs die
GroBe der neuromuskulidren Synapse und die Fldchen der Aktiven Zonen und
Glutamatrezeptorfelder beeinflussen (Abb. 3.11 A). Durch den Verlust von RSK werden die
Substrate nicht phosphoryliert, wodurch die Verdnderungen in der Struktur der
neuromuskuldren Synapse verursacht werden kdnnten (Abb. 3.11 B). Somit hat die verringerte
ERK-Aktivitdit der Doppelmutante keine zusitzlichen phéinotypischen Auswirkungen
(Abb. 3.11 C).

A B c ¥ o §
El-D EB-E El->C| EE e
wildtypische veranderte veranderte veranderte
Struktur dezr Struktur der Struktur der Struktur der

neuromuskularen neuromuskularen neuromuskularen neuromuskularen

Synapse Synapse Synapse Synapse

Abb. 3.11 Schematische Darstellung der Funktion von RSK als Effektorkinase des MAPK-Signalwegs

(A) RSK wird von ERK aktiviert, um Substrate zu phosphorylieren, die Auswirkungen auf die Struktur der
neuromuskuldren Synapse haben. (B) Durch den Verlust von RSK werden die Substrate nicht mehr
phosphoryliert, die Struktur der neuromuskuliren Synapse ist verindert. (C) In Doppelmutante RSK™"; rl'/ rl'
hat die verringerte ERK-Aktivitit keine Auswirkung auf die Phosphorylierung der RSK-Substrate, der durch

AS8/1

RSK™"" verursachte Phiinotyp wird nicht unterdriickt. (D) In der Doppelmutante RSK™""; #/*"'/+ hat auch die
erhdhte ERK-Aktivitit keinen Einfluss auf die Aktivitdt der RSK-Substrate, der von RSK verursachte Phéanotyp
bleibt unverédndert.

Um die Interpretation der Ergebnisse der Doppelmutante RSK4*%": rI'/ rl’ zu bestiitigen, wurde

eine dominante ERK-Mutante, 7" (rolled Sevenmaker) analysiert. Hierbei handelt es sich um
eine Form von ERK, die eine moderat erhohte Kinaseaktivitét zeigt und RSK nicht binden kann
(Brunner, 1994; Oellers und Hafen, 1996). Die Einzelmutanten RSK**®’ und heterozygotes
rI%"/+ sollten durch die erhohte ERK-Aktivitdt #hnliche oder stirker ausgeprigte

Auswirkungen auf die Struktur der neuromuskuliren Synapse aufweisen.

Diese Annahme trifft auf die GroBe der neuromuskuldren Synapse (Abb. 3.12 A: RSK#*%/!:

447,6 pm?> £ 20,2 um?; 75"/+: 400,8 um? +£29,8 pm?), die Anzahl der Aktiven Zonen
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(Abb. 3.12 B: RSK*¥': 2050 + 6,1;r15%"/+: 170,9 + 20,6) und die Anzahl der
Glutamatrezeptorfelder (Abb. 3.12 D: RSK#¥!: 214,6 + 10,8; rI5"/+: 166,5 + 13,8) zu. Im
Gegensatz zu RSK#®! unterscheiden sich die Flichen der Aktiven Zonen und der
Glutamatrezeptorfelder in 7/5"/+ jedoch nicht signifikant vom Wildtyp (Abb. 3.12 C: Fliche
der Aktiven Zonen: Wildtyp: 0,72 um? £ 0,06 um?; 75"/+: 0,77 um? £ 0,08 um?; Abb. 3.12 E:
Fliche der Glutamatrezeptorfelder: Wildtyp: 1,14 um?> + 0,06 um?; rI//+: 1,22 pm* =+
0,07 um?).
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Abb. 3.12 Effekte von verschiedenen ERK-Mutanten in Kombination mit
RSK""'; auf die Struktur der neuromuskuliiren Synapse.

Quantifizierungen der neuromuskuldren Synapse der Muskeln 6/7 im
Abdominalsegment A2 oder A3. Die Gesamtgrofie der neuromuskuldren Synapse
wurde durch die HRP-Farbung bestimmt (A), BRP diente zur Bestimmung der
Anzahl (B) und Fliache (C) der Aktiven Zonen. Mit Hilfe der GIuRIID-Fiarbung
wurden Anzahl (D) und Fliche (E) der Glutamatrezeptorfelder bestimmt.
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Die GroBe der neuromuskuldren Synapse und die Flichen der Aktiven Zonen in der
Doppelmutante RSK#¥; ri5"/+ waren vergleichbar mit RSK**®? (Abb. 3.12 A: GroBe der
neuromuskuldren Synapse RSK#¥!: 4476 pm? + 20,2 pm?; RSKA¥!: plSem/+: 415,1 pm? +
37,9 um?; Abb.3.12C: Fliche der Aktiven Zonen: RSK*¥!: 0,48 pm?> + 0,04 pm?;
RSKA¥1: plSem/+: 0,44 pm? + 0,02 pm?). Die gesteigerte Aktivitit von ERK durch »/%" hat
keinen zusitzlichen Einfluss auf die Grofe der neuromuskuldren Synapse und die Fliche der
Aktiven Zonen im Vergleich zu RSK*¥!. Die Fliche der Glutamatrezeptorfelder war im
Vergleich zu RSK#*¥! deutlich stirker reduziert (Abb. 3.12 E: RSK#*%: 0,81 um? + 0,05 pm?;
RSKA¥1: plSem/+: 0,45 um? + 0,03 pm?; p < 0,001).

Die Anzahl der Aktiven Zonen ist in der Doppelmutante im Vergleich zum Wildtyp nicht
signifikant reduziert (Abb. 3.12 B: Anzahl Aktiver Zonen: Wildtyp: 259,4 + 13,7;
RSKA¥1; piSem/+: 243 7 + 15,0). Die Anzahl der Glutamatrezeptorfelder ist wiederum in der
Doppelmutante mit RSK#¥! vergleichbar (Abb. 3.12D: RSK#¥: 2146 =+ 10,8;
RSK®¥1; yiSem/+: 216,3 + 19,5). Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2 in einer Ubersicht

zusammengefasst.
Verhaltnis
GroBe der . Anzahl Flache Aktiver
Anzahl Flache
neuro- . . Glutamat- Glutam at- Zonen zu
. Aktiver Aktiver
muskulédren rezeptorfeld | rezeptorfeld | Glutamat-
Zonen Zonen
Synapse er er rezeptorfeld
er
Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp
RSKA8/1 reduziert reduziert reduziert reduziert reduziert Wildtyp
ri'el! Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp Wildtyp
RSKA*®"; r1'frl reduziert Wildtyp reduziert Wildtyp reduziert Wildtyp
ri®em+ reduziert reduziert Wildty p reduziert Wildtyp Wildtyp
RSK®¥; rif*™+ | reduziert Wildtyp reduziert reduziert | stark reduziert Wildtyp

Tabelle 3.2: Ubersicht der Auswirkungen der genetischen Interaktion von rsk und
rolled (ERK) auf die Struktur der neuromuskuléiren Synapse.

Die Untersuchungen bestétigen, dass RSK als Effektorkinase des MAPK-Signalwegs einen
Einfluss auf die GroBe der neuromuskuldren Synapse und die Flichen der Aktiven Zonen und
Glutamatrezeptorfelder hat. Aus den Untersuchungen der Doppelmutante RSK4¥!; ri'/ rl!
konnte angenommen werden, dass RSK durch negative Feedback-Regulation des MAPK-
Signalwegs die Anzahl der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder beeinflussen konnte.

Durch die Untersuchungen der Doppelmutante RSK?¥!; ri%"/+ konnte nicht verifiziert
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werden, ob RSK als Negativregulator des MAPK-Signalwegs Einfluss auf die Anzahl Aktiver

Zonen und Glutamatrezeptorfelder der neuromuskuldren Synapsen nimmt.

3.8  Effekt von RSK auf die synaptische Transmission

Um festzustellen, ob die beobachteten morphologischen Verdnderungen der neuromuskuliren
Synapse auch Auswirkungen auf die synaptische Transmission haben, wurden ,,Zwei
Elektroden Voltage Clamp‘“-Ableitungen (TEVC) an der neuromuskuldren Synapse der
Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2 oder A3 ménnlicher Larven im dritten Larvenstadium
analysiert in Kollaboration mit N. Ehmann und R. J. Kittel (Institut fiir Physiologie, Universitét
Wiirzburg) (Abb. 3.13). Die Amplitude der spontanen exzitatorischen Strome (postsynaptisches
Miniaturpotenzial; Mini), war im Vergleich zum Wildtyp signifikant verringert in RSK?*%!
(Abb. 3.13 A; Wildtyp: -1,06 nA + 0,04 nA, n=15; RSK*¥!: -0,88 nA + 0,04 nA, n = 14;
p <0,001). Die Mini-Amplitude stellt die postsynaptische Antwort auf die spontane Fusion
eines einzelnen, Glutamat-gefiillten synaptischen Vesikels dar. Die reduzierte Mini-Amplitude
weist auf eine reduzierte postsynaptische Sensitivitdt der RSK-Nullmutante hin. Das konnte
durch die reduzierte Fliche der postsynaptischen Glutamatrezeptorfelder bedingt sein. Nach
Expression des RSK-Transgens im RSK#*®-Hintergrund blieb die Mini-Amplitude unverindert
gering (Abb. 3.13 A; RSK?*%!: P/[RSK]: -0,86nA + 0,03 nA, n=15; p <0,001 vs. Wildtyp).
Nach der Expression des RSK-Transgens im RSK#’*!-Hintergrund blieb auch die Fliche der
Glutamatrezeptorfelder im Vergleich zu RSK#*®! unverindert gering, wodurch die reduzierte

postsynaptische Sensitivitdt verursacht werden konnte.

Dagegen konnten keine funktionellen Verdnderungen der Prasynapse festgestellt werden. Die
Frequenz der Minis war in RSK*®! mit der wildtypischer Larven vergleichbar (Abb. 3.13 A;
Wildtyp: 1,21 Hz = 0,11 Hz, n = 15; RSK#*: 1,12 Hz + 0,13 Hz, n = 14). Die Amplitude der
induzierten exzitatorischen postsynaptischen Strome (eEPSC) stellt die postsynaptische
Reaktion auf die Fusion von Vesikeln nach der Stimulation des Motoneurons dar. Die eEPSC-
Amplitude war in RSK?**" und RSK*%¥!; P[RSK] im Vergleich zum Wildtyp verringert
(Abb. 3.13 B; Wildtyp: -64,68 nA + 5,07 nA, n=15; RSK#*%!: 49,09 nA + 4,35 nA, n= 14
p = 0,064 vs. Wildtyp; RSK*%®'!; P[RSK]: -44,54 nA + 2,93 nA, n=15; p < 0,01 vs. Wildtyp).
Die reduzierte eEPSC-Amplitude kann auf die verringerte Mini-Amplitude zuriickgefiihrt
werden, da die eESPC-Amplitude ein Vielfaches der Mini-Amplitude ist, weshalb sie auch
durch die Expression des RSK-Transgens im RSK?**/-Hintergrund im Vergleich zu RSK4’%!

unverdndert gering blieb.
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Abb. 3.13 Elektrophysiologische Charakterisierung der neuromuskuliren Synapse von RSK-
Mutanten.

(A-C) Analyse der TEVC-Ableitungen der neuromuskuldren Synapsen der Muskeln 6/7 im
Abdominalsegment A2 oderA3 von Drosophila-Larven durchgefiihrt von N. Ehmann (Institut fiir
Physiologie, Universitit Wiirzburg). (A) Exemplarische Aufnahmen und Quantifizierung der Minis.
Die Mini-Amplitude war reduziert in RSK™"" und konnte durch das RSK-Transgen nicht gerettet werden
(RSK™"': P[RSK]). Die Frequenz der Minis wurde durch den Verlust von RSK nicht beeintrichtigt.
Malistab: 2 nA, 50 ms (B) Reprisentative eEPSCs wihrend der niederfrequenten Stimulation des Nervs
(0,2 Hz). MaBstab: 20 nA, 10 ms. Die eESPC-Amplitude war in RSK*"' und RSK™"' - P/RSK] reduziert.
(C) Die Transmitterfreisetzung pro Aktionspotential (Quantal Content) blieb in den untersuchten

Genotypen unverindert.

Die Anzahl der fusionierten Vesikel, und somit die Transmitterfreisetzung pro Aktionspotential
(Quantal content) war vergleichbar in den untersuchten Genotypen (Abb. 3.13 C; Wildtyp: 83
+ 8; n=15; RSKP¥": 76 + 7, n=14; RSK*¥!; P[RSK]: 70 + 4, n=15). Grundlegende
Eigenschaften der Neurotransmitter-Freisetzung sind durch den Verlust von RSK nicht
beeinflusst. Die elektrophysiologischen Untersuchungen belegen stattdessen eine Rolle von
RSK in der Funktion der Postsynapse glutamaterger Synapsen von Drosophila. Diese
Ergebnisse passen zu den beobachteten Defekten in der Struktur der Postsynapse, die durch die

Expression des RSK-Transgens auch nicht vollstindig gerettet werden konnten (Abb. 3.8).
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3.9 RSK wird fiir den axonalen Transport benotigt

Die morphologische Analyse des larvalen, neuromuskulédren Systems von Drosophila zeigte fir
RSK**%! einen weiteren interessanten Phinotyp: Im Vergleich zum Wildtyp waren in den
Segmentalnerven der Nullmutante vermehrt BRP-Partikel zu finden. Anreicherungen von
prasynaptischem Material im Axon kdnnten ein Anzeichen fiir einen vorliegenden Defekt im
axonalen Transport sein, der mit der Pathogenese verschiedener neurologischer Erkrankungen
im Zusammenhang steht (De Vos, 2008; Hirokawa, 2010; Maday, 2014). Der Transport entlang
der Mikrotubuli, in anterograder Richtung mittels Kinesin-Motorproteinen und in retrograder
Richtung durch Dynein-Motoren ist wichtig fiir die Funktion der Nerven und zur
Aufrechterhaltung der Homoostase. Die Entwicklung und Funktion der Présynapse hdngt
maligeblich von einem koordinierten Transport und der Bereitstellung von verschiedenen
Proteinen ab. In Vertebraten sind verschiedene Organellen fiir den axonalen Transport bekannt:
Mitochondrien, Vorldufer von synaptischen Vesikeln (engl. ,,synaptic vescile precursor*; SVP),
Vesikeln mit dichtem Kern (engl. ,dense core vesicle®), in denen présynaptische Proteine
transportiert werden, Transportvesikel flir Proteine synaptischer Vesikel (STV) und Piccolo-
Bassoon-Transportvesikel (PTV), die vorassemblierte synaptische Proteine der Cytomatrix
enthalten (Zhai, 2001; Maday, 2014; Maeder, 2014). In Motoneuronen von Drosophila wurden
bislang keine Vesikel fiir den Transport von Proteinen der Aktiven Zonen vergleichbar mit
PTVs identifiziert (Zhai, 2001). Mutationen in einem Kinsesin-3 (immaculate connections;
imac) verhindern den Transport von Proteinen synaptischer Vesikel zu den naszierenden
Synapsen und bewirken eine fehlerhafte Bildung der Aktiven Zonen. Ein wichtiger Bestandteil
fiir die korrekte Bildung der Aktiven Zonen ist der imac-abhéngige axonale Transport (Pack-

Chung, 2007).

Um die Aggregate zu quantifizieren, wurden Hautmuskelschlduche inklusive Gehirn und
Axone prépariert, fixiert und mit Antikorpern gegen BRP und HRP zur Bestimmung der
Axonfliche gefirbt. In der Nullmutante befanden sich die Akkumulationen hauptsidchlich im
proximalen Teil des Nervs, nahe dem Ventralganglion, weniger im distalen Bereich, nahe der

Synapse (Abb. 3.14 A).

Die Quantifizierung der BRP-Aggregate zeigte deutlich, dass sich im Vergleich zum Wildtyp
mehr BRP-Punkte im Axon der Nullmutante befanden (Abb. 3.14 B: RSK#*¥7: 0,290 + 0,022
BRP-Partikel pro pm? Axonfliche; Wildtyp: 0,179 + 0,014 BRP-Partikel pro um? Axonfliche;
p <0,05) Dieser Phiinotyp konnte durch die Expression des RSK-Transgens im RSK“%!-
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Hintergrund gerettet werden (Abb. 3.14 A, B: RSK#*¥!: P[RSK] (0,125 + 0,026 BRP-Partikel
pro um? Axonfliche; p < 0,05 vs. RSK4¥7),

Wildtyp RSK**' RSK**';P[RSK]

o
w

b
o

o
S

BRP-Partikel pro um” Axonflache
CSP-Partikel pro pm® Axonflache
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Abb. 3.14 Einfluss von RSK auf den axonalen Transport verschiedener
prisynaptischer Proteine

(A) Axone der Motoneurone von Wildtyp, RSK**' und RSK**'; P[RSK]
gefiarbt mit Antikérpern gegen BRP (oben) und CSP (unten). MaBstab: 20 um.
(B) Quantifizierung der BRP- Partikel im Axon (n=35 Larven pro Genotyp). (C)
Quantifizierung der CSP-Partikel im Axon (n= 8 Larven pro Genotyp). In den
Axonen der Nullmutante befinden vermehrt Akkumulationen prisynaptischer
Proteine,die durch die Expression des RSK-Transgens verringert wurden.

Um festzustellen, ob der Verlust von RSK nur den Transport von BRP oder auch den anderer
Organellen beeinflusst, wurde auch der Transport von CSP (Cysteine string protein; Zinsmaier
1994) untersucht, das an synaptische Vesikel assoziiert ist. CSP ist mit der cytoplasmatischen
Oberflidche von synaptischen Vesikeln assoziiert und wird in STVs transportiert (Zhai, 2001).
Die quantitative Analyse zeigte, dass sich im Vergleich zum Wildtyp mehr CSP-Aggregate im
proximalen Teil der Axone von Motoneuronen aus RSK?*%-Larven befanden (Abb. 3.14 A, B:

RSK#¥1: 0,381 + 0,040 CSP-Partikel pro um? Axonfliche; Wildtyp: 0,159 + 0,002 CSP-
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Partikel pro pm* Axonfliche; p < 0,01). Durch die Expression des RSK-Transgens im RSK47%-
Hintergrund war die Menge der CSP-Aggregate im proximalen Teil des Axons vergleichbar
zum Wildtyp (Abb. 3.14 A, B: 0,156 + 0,005 CSP-Partikel pro pm? Axonfliche; p < 0,01 vs.
RSK#*%") Die Akkumulationen von BRP und CSP in proximalen Regionen des Axons kdnnten
auf Schiden in der Assemblierung oder dem Transport von Organellen zu den Synapsen
hinweisen. Die Ergebnisse lieBen vermuten, dass RSK eine Rolle beim axonalen Transport

synaptischer Proteine spielen konnte.
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Abb. 3.15 Einfluss von RSK auf den axonalen Transport von Mitochondrien

(A) Darstellung des aufgenommenen Bereichs des Axons wiéhrend der in-vivo ,time-lapse-imaging®-
Versuche. Nach dem Ausbleichen eines Axonbereichs (roter Kasten) wurden in andsthesierten Larven die
Bewegungen der Mitochondrien entlang dem Axon aufgenommen. MafBstab: 10 pm. (B) Die gerichtete
Bewegung der Mitochondrien innerhalb des gebleichten Axonbereichs wurden in einem Kymograph
dargestellt. (C) Darstellung der Verteilung des axonalen Transports von Mitochondrien durch in-vive ,time-
lapse-imaging® in anterograden und retrograden Transport und stationdre Phasen in Kontrolltieren (OK6-
Gal4; UAS-mito::GFP,n=15)und RSK-Nullmutanten (RSK”"'; OK6-Gal4; UAS-mito::GFP,n=10)

Der bidirektionale Transport von Mitochondrien entlang des Axons wurde mittels in-vivo ,.time-
lapse-imaging* analysiert, um festzustellen, ob der Verlust von RSK auch den axonalen
Transport von Mitochondrien in bestimmter Richtung beeinflusst. Die Bewegungsmuster von
Mitochondrien sind komplex: Phasen schneller anterograder Bewegungen konnen in stationére
Phasen tiibergehen, auch kann die Transport-Richtung abrupt geéndert werden (Zinsmaier,
2009; Sheng und Cai, 2012). In lebenden und intakten Larven im frithen dritten Larvenstadium

wurde der Transport von Mitochondrien aufgenommen, indem ein mitochondriales GFP-
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Konstrukt (UAS-mito:: GFP) mit Hilfe der Motoneuron-spezifischen Treiberlinie OK6-Gal4 in
einem ansonsten wildtypischen oder im RSK#*¥!- Hintergrund exprimiert wurde. Nach dem
Ausbleichen eines Axonbereichs, der etwa 150 pm vom Ventralganglion entfernt lag, wurden
die Bewegungen der Mitochondrien in Zeitintervallen von 720 ms {iber eine Dauer von 12 min
aufgenommen. Diese Aufnahmen wurden in einen Kymograph dargestellt (Abb. 3.15 A, B) und
anschlieend untersucht, wie viele Mitochondrien in anterograder oder retrograder Richtung

transportiert wurden und wie viele sich in stationdren Phasen befanden (Abb. 3.15 C).

In den Axonen der Nullmutante wurden im Vergleich zum Wildtyp weniger Mitochondrien in
anterograder Richtung transportiert (Abb. 3.15 C: OK6-Gal4; UAS-mito::GFP: 39,3% + 2,4%;
RSK®¥!: OK6-Gal4; UAS-mito::GFP: 34,8% + 2,5%; p <0,05). Hingegen war der Anteil
Mitochondrien, die sich in einer stationdren Phase befanden, signifikant erhoht (Abb. 3.15 C:
OK6-Gal4; UAS-mito::GFP: 30,6% * 4,2%; RSK**!; OK6-Gal4, UAS-mito::GFP: 36,2% +
4,3% p<0,05). Der mitochondriale Transport in retrograder Richtung blieb unverdndert
(Abb. 3.15C: OK6-Gald; UAS-mito::GFP: 30,2% =+ 3,1%; RSK*¥!; OK6-Gal4; UAS-
mito.::GFP: 29,0% + 5,4% p = 0,49). Der Einfluss von RSK auf den axonalen Transport von
Mitochondrien ist somit auf den Transport in anterograder Richtung beschrankt. RSK hat
demnach eine spezielle Funktion in der Regulation des anterograd-gerichteten Transports von

Mitochondrien.
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4 Diskussion

In Tiermodellen fiir das Coffin-Lowry-Syndrom (CLS) konnte gezeigt werden, dass der Verlust
von RSK zu einer Dysregulation des ERK-Signalwegs fiihrt (Dufresne, 2001; Kim, 2006). Der
ERK/MAPK-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in zelluldren Prozessen, wie Proliferation,
Differenzierung und das Uberleben der Zelle, aber auch in neuronalen Prozessen wie der
synaptischen Plastizitdt und der Gedéchtnisbildung, wobei eine genaue Regulation der
Komponenten des MAPK-Signalwegs wichtig ist (Thomas, 2004). Durch die Regulation der
Aktivitdt von ERK1/2 werden diverse neuronale Funktionen wie die synaptische Plastizitdt oder
die Bildung des Gedichtnisses kontrolliert (Thiels, 2002; Schneider, 2011). Im Hippocampus
von RSK2-Knockout Mdusen konnte eine erhohte Menge an phosphoryliertem ERKI1/2
nachgewiesen werden (Schneider, 2011). Als Effektorkinase von ERK phosphoryliert RSK
eine Vielzahl an Substraten, dennoch wird RSK auch eine Rolle in der Regulation des
ERK/MAPK-Signalwegs zugeschrieben (Douville and Downward, 1997; Kim, 2006). Die
mentale Retardierung der CLS-Patienten konnte auf Defekte in der synaptischen Plastizitdt
zuriickgefiihrt werden, die durch die gesteigerte Aktivitdt von ERK verursacht sein konnten.
(Fischer, 2009b; Schneider, 2011). In dieser Arbeit sollten die Auswirkungen des deregulierten
ERK/MAPK-Signalwegs auf die Struktur und Funktion von glutamatergen Synapsen
untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass RSK nicht nur die Aktivitdt von ERK in
Motoneuronen von Drosophila Larven reguliert, sondern auch dessen subzelluldre Lokalisation
innerhalb der Motoneurone beeinflusst. Die Aufgaben von RSK im MAPK-Signalweg sind
komplex, einerseits hat RSK eine Funktion in der negativen Regulation des MAPK-Signalwegs,
anderseits dient RSK als Effektorkinase des Signalwegs, um zahlreiche Substrate zu
phosphorylieren (Romeo, 2012). Dieses vielschichtige Bild des Zusammenspiels von RSK und
ERK zeigte sich auch in den Untersuchungen der genetischen Interaktion von rsk und / (ERK).
Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass RSK als Negativregulator von ERK
einen Einfluss auf die Anzahl der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder in der
neuromuskuldren Synapse ausiibt. Dariiber hinaus konnte erstmals gezeigt werden, dass RSK
an der prédzisen Regulation des axonalen Transports von prisynaptischem Material und

Mitochondrien beteiligt ist.
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4.1 Die Lokalisierung von RSK an der neuromuskuliren Synapse

Bislang wurde kein Antikorper hergestellt, durch den endogenes RSK in neuronalem Gewebe
immunhistochemisch gefarbt werden kann. Aber mit Hilfe einer Motoneuron-spezifischen
Uberexpression von RSK konnte gezeigt werden, dass RSK ringformige Strukturen an der
Synapse bildet, die CSP umschlieBen. RSK ist demnach an der Priasynapse lokalisiert (Fischer,
2009b). Durch die Motoneuron-spezifische Expression eins transgenen RSK-GFP-Konstrukts
konnte verifiziert werden, dass RSK an der prédsynaptischen Seite innerhalb der Boutons
lokalisiert ist. RSK kolokalisiert nur teilweise mit BRP an den Aktiven Zonen der

neuromuskuldren Synapse von Drosophila.

Dariiber hinaus zeigten vorangegangene Studien, dass durch den Verlust von RSK2 in Méusen
die Expression von Gria2, einer AMPA-Untereinheit des Glutamatrezeptors GluR2, beeinflusst
wird (Morice, 2013). Demnach hat RSK nicht nur eine pré-, sondern auch eine postsynaptische
Funktion. Durch die Muskel-spezifische Expression des transgenen RSK-GFP-Konstrukts
konnte keine selektive Anreicherung von RSK an der postsynaptischen Seite gezeigt werden.
RSK ist nahezu homogen im Muskel verteilt, in den Zellkernen ist RSK angereichert. Obwohl
durch die Uberexpression von RSK mit Hilfe von Gewebe-spezifischen Treiberlinien keine
postsynaptischen Anreicherungen von RSK nachgewiesen werden konnten, besteht weiterhin
die Frage, wie stark das Lokalisierungsmuster durch die Betrachtung von iiberexprimierten

RSK-Konstrukten im Vergleich zum Lokalisierungsmuster von endogenem RSK veréndert ist.

4.2  Lokalisierung von ERK und RSK in den Motoneuronen

In vitro Untersuchungen zeigten, dass RSK SOS (son of sevenless) eine Komponente des
MAPK-Signalwegs phosphoryliert, weshalb angenommen wurde, dass RSK eine Funktion in
der Regulation des ERK/MAPK-Signalwegs {iibernimmt, indem RSK durch negative
Riickkopplung die Aktivitdt von SOS inhibiert (Douville and Downward, 1997). In ruhenden
Zellen von Sdugern sind ERK 1/2 mit RSK konstitutiv assoziiert, erst durch einen mitogenen
Stimulus dissoziiert der Komplex vorlibergehend oder komplett (Roux, 2003). In
Motoneuronen von Drosophila ist die Lokalisierung von RSK und aktiviertem ERK an der
Synapse nicht auf die Aktiven Zonen beschridnkt; die Verteilungsmuster iiberschneiden sich
teilweise in den Boutons. Das Verteilungsmuster von aktivem ERK ist aber breiter im Vergleich

zur Verteilung von RSK. RSK und ERK sind nicht in allen Bereichen des Boutons in einem
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Komplex assoziiert. ERK konnte demnach in den Bereichen, in denen es nicht mit RSK
kolokalisiert, aktiv sein und weitere Substrate aktivieren. Auch in den Zellkdrpern konnte eine
Kolokalisierung RSK und aktiviertes ERK im Cytoplasma gezeigt werden, wobei nur aktives

ERK auch im Nukleus nachgewiesen wurde.

Kim et al. (2006) konnten zeigen, dass zwischen RSK und ERK eine epistatische Beziehung
besteht, wobei RSK aktiviertes ERK im Cytosol zuriickhélt, und somit dessen Translokation in
den Nukleus verhindert. RSK dient demnach als cytoplasmatischer Anker von ERK (Kim,
2000).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust von RSK dazu fiihrt, dass
im Perikaryon der Zellkdrper von Motoneuronen deutlich mehr aktiviertes ERK vorhanden ist,
an den neuromuskuldren Synapsen hingegen deutlich weniger aktives ERK nachgewiesen
werden konnte. RSK konnte in der Regulation der Lokalisierung von aktiviertem ERK
innerhalb der subzelluldren, cytoplasmatischen Kompartimenten des Motoneurons beteiligt

sein (Abb. 4.1).

In Miusen konnte nachgewiesen werden, dass durch den Verlust von RSK2 die Aktivitdt von
ERK im Hippocampus erhoht ist und so zur Dysregulation der durch ERK vermittelten
Transkription fithrt (Mehmood, 2011; Schneider, 2011). Der Verlust von RSK und die dadurch
entstandene Misslokalisierung von aktivem ERK im Motoneuron konnten nicht nur die ERK-
vermittelte Transkription beeinflussen, sondern auch lokale Auswirkungen auf Struktur und

Funktion der neuromuskuliren Synapse haben.

4.3  Einfluss von RSK auf die Struktur und Funktion der neuromuskuliren Synapse

In vorangegangenen Studien konnte eine gesteigerte Aktivitdt von ERK im Hippocampus von
RSK2-Knockout Mdusen nachgewiesen werden (Mehmood, 2011; Schneider, 2011). Die
Expression der Untereinheit Gria2 des AMPA-Rezeptors GluR2 ist durch den Verlust von
RSK?2 erhoht, wie biochemische und ultrastrukturelle Untersuchungen in isolierten Zellen des
Cortex und des Hippocampus zeigten. Die elektrophysiologischen Analysen zeigten, dass der
Verlust von RSK2 die von AMPA-Rezeptoren vermittelte synaptische Transmission
beeintrachtigt. Dies konnte dadurch erklirt werden, dass RSK2 bendtigt wird, um durch
Phosphorylierung der postsynaptischen Proteine, die PDZ-Doménen enthalten, die
Eigenschaften der Ca**-Kanile zu regulieren (Thomas, 2005; Morice, 2013). Putz et al. (2004)

konnten in Drosophila zeigen, dass der Verlust von RSK Defizite in Lernprozessen und der
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Gedidchtnisbildung verursacht, weshalb angenommen wurde, dass RSK eine Rolle in der

Regulation der synaptischen Plastizitét iibernimmit.

Ein wichtiger Vorgang in Lernprozessen ist die Langzeit-Potenzierung (LTP), eine speziellen
Form synaptischer Plastizitit. Dabei werden AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische
Membran inseriert, die eine schnelle postsynaptische Antwort auf die Freisetzung von
Neurotransmittern geben, wodurch die synaptische Transmission verstérkt wird. ERK hat durch
die Regulation der Insertion von AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische Membran einen

Einfluss auf die synaptische Plastizitit (Zhu, 2002; Zadran, 2009; Fleming, 2010).

Mit immunhistochemischen Untersuchungen der neuromuskulidren Synapsen konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass RSK einen Einfluss auf die Struktur der Synapsen
hat. Die priasynaptische Seite des Motoneurons, an der die RSK-Lokalisierung gezeigt werden
konnte, wies durch den Verlust von RSK strukturelle Verdnderungen auf. Die neuromuskuldre
Synapse ist insgesamt kleiner und bildet weniger Aktive Zonen mit geringerer Flache aus, dabei
werden mehr Boutons gebildet; diese sind jedoch kleiner und beherbergen weniger Aktive
Zonen (Abb. 4.1). Da jeder Aktiven Zone ein Glutamatrezeptorfeld gegeniiberliegt, ist die
Organisation der Synapse durch den Verlust von RSK nicht beeinflusst. RSK kdnnte demnach

direkt die Regulation der synaptischen Eigenschaften beeinflussen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Funktion der neuromuskuldren
Synapse bestitigten, dass RSK an der postsynaptischen Seite fiir die Regulation der Antwort
auf die synaptische Transmission bendtigt wird. Die reduzierte Mini-Amplitude weist auf einen
postsynaptischen Defekt der RSK-Mutante hin; entweder sind weniger Glutamatrezeptoren in
den postsynaptischen Rezeptorfeldern vorhanden oder die Zusammensetzung der Rezeptoren

ist unterschiedlich, wodurch die Rezeptoreigenschaften verdndert sind.

Patienten mit Coffin-Lowry-Syndrom leiden unter schwerer mentaler Retardierung durch den
Verlust der RSK2-Funktion. Die AMPA-Rezeptoren sind wichtig flir die Langzeitpotenzierung
(LTP) somit auch flir die Gedichtnisbildung im Hippocampus (Collingridge, 1983). Die
strukturellen Verdanderungen der ionotropen glutamatergen Synapsen des neuromuskuldren
Systems von Drosophila, die als Modell fiir AMPA-Rezeptoren dienen, weisen auf Defekte in
der synaptischen Plastizitédt aufgrund der fehlenden RSK-Funktion hin (Budnik, 2006).
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Abb. 4.1 Schematische Darstellung der Auswirkungen des Verlusts von RSK auf
Motoneuron und neuromuskuléire Synapse

(A) Schematische Darstellung eines Motoneuron (violett) mit dem innervierten Muskel (gelb).
Durch den Verlust von RSK ist ERK im Zellkorper hyperaktiviert. Auf der priasynaptischen Seite
fiihrt der Verlust von RSK zu verdndertem axnonalen Transport von CSP (blau) und BRP (griin),
der anterograde Transport der Mitochondrien (braun) entlang dem Axon (violett) ist
beeintriachtigt. Durch den Verlust von RSK ist die neuromuskulédre Synapse kleiner und bildet
mehr, aber kleinere Boutons aus. Die Gesamtzahl der Aktiven Zonen (griin) sowie die Anzahl der
Aktiven Zonen pro Bouton ist verringert. Auf der postsynaptischen Seite (gelb) zeigt sich der
Verlust von RSK durch die verringerte Anzahl an Glutamatrezeptorfeldern (rot). (B)
Schematische Darstellung eines Boutons. Das Andocken synaptischer Vesikel (gelb) an die
Aktive Zone wird {iber BRP (griin) vermittelt. Uber Ca*’-Kaniile, die Untereinheit Cacophony
(Cac; blau) ist reprasentativ dargestellt, wird die Freisetzung von Glutamat (rot) ausgelost. Auf
der postsynaptischen Seite liegen die Glutamatrezeptorfelder (grau) den Aktiven Zonen
gegeniiber.  Durch den Verlust von RSK sind die Flichen der Aktiven Zonen und
Glutamatrezeptorfelder kleiner und die postsynaptische Sensitivitit der Glutamatrezeptorfelder

istreduziert.
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Die Defekte in der synaptischen Plastizitdt und die abgeschwichte synaptische Transmission
konnten die Beeintrichtigung im Lernen und der Gedichtnisbildung bei CLS-Patienten

verursachen.

Die neuromuskuldre Synapse der Muskeln 6/7 wird von unterschiedlichen Typ I-Motoneuronen
innerviert: Das Motoneuron RP3, das Typ Ib-Boutons ausbildet und das Motoneuron MN6/7b,
wodurch die Synapse auch Typ Is-Boutons enthilt (Atwood, 1993; Karunanithi, 2002). Durch
den Verlust von RSK ist die Anzahl der Typ Ib-Boutons reduziert, die Anzahl der Typ Is-
Boutons ist dagegen erhoht. Die Ergebnisse deuten auf eine Funktion von RSK in Regulation
der Synapsen-Bildung hin, die vom Motoneuron-Typ abhéngig sein kdnnte. Um diese Aussage
zu verifizieren, sollten in weiterfiihrenden Experimenten die neuromuskuldren Synapsen mit
einem Antikorper gegen DLG gefirbt werden, um die Grofe des SSR der verschiedenen
Boutons zu bestimmen. So kdonnte man herausfinden, ob durch den Verlust von RSK mehr
Typ Is-Boutons gebildet werden, oder ob die Typ Ib-Boutons im Vergleich zum Wildtyp

kleiner sind.

4.4  Einfluss von RSK auf die Struktur und Funktion der neuromuskuliren Synapse

in Abhiingigkeit der Aktivitit von ERK

In welchem Zusammenhang stehen die durch den Verlust von RSK verursachten
Verdnderungen in der synaptischen Transmission und der Struktur der neuromuskuldren
Synapsen mit der erhohten Aktivitdit von ERK und dessen verdnderter Lokalisierung im
Motoneuron von Drosophila? Koh et al. (2002) fanden heraus, dass die Verdnderung der ERK-
Aktivitdit an der neuromuskuldren Synapse mit der Menge an Fascilinll (Fasll), einem
neuronalen Zelladhdsionsprotein, umgekehrt korreliert. ERK reguliert iiber Fasll die Anzahl
der synaptischen Boutons. Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass in ERK-
positiven Bereichen keine FaslI-Farbung vorhanden war, weshalb ein Regulationsmechanismus
auf Protein-Ebene plausibel erscheint (Koh, 2002). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
durch den Verlust von RSK die Anzahl der Boutons verdndert ist. Mit weiterfilhrenden
immunhistochemischen Untersuchungen zur Fasll-Lokalisierung in RSK-Mutanten konnte
bestimmt werden, ob RSK einen Einfluss auf ERK-abhéngige Regulation der FaslI-vermittelten

Zelladhision hat.

Die Serin-Threonin-Kinase Unc-51 stellt einen weiteren Negativregulator des ERK/MAPK-

Signalwegs in Motoneuronen dar (Wairkar, 2009). Mutationen in »sk und unc-51 kdnnten also
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dhnliche synaptische Phianotypen aufweisen. Tatsdchlich sind die Grofe der neuromuskuldren
Synapse, die Anzahl der Aktiven Zonen sowie die eEPSC-Amplitude in beiden Mutanten
verringert. Interessanterweise konnten die Defekte in der Elektrophysiologie und somit in der
Funktion der Synapse durch die Expression eines genomischen Rettungskonstrukts in beiden
Mutanten nicht behoben werden, wodurch die Wichtigkeit der prizisen Regulation der ERK-
Aktivitdt zur Aufrechterhaltung der synaptischen Funktion verdeutlicht wird. Wie in den
immunhistochemischen Untersuchungen zur Lokalisierung des aktiven ERK gezeigt werden
konnte, ist das Verteilungsmuster von aktiviertem ERK in den Larven, die das genomische
RSK-Rettungskonstrukt tragen, im Vergleich zu wildtypischen Larven unterschiedlich
(Abb. 3.5). In Larven, die das genomische Rettungskonstrukt exprimieren, ist ERK nicht nur
an den neuromuskuldren Synapsen angereichert, sondern im ganzen Muskel abundant. Die
unterschiedliche Verteilung von aktivem ERK konnte fiir die Anderungen der postsynaptischen
Struktur und Funktion der RSK-Nullmutante verantwortlich sein und sich somit auch auf die
Funktion der Postsynapse auswirken, weshalb die Defekte durch die Expression des

Rettungskonstrukts nicht behoben werden konnten.

Dennoch weisen rsk- und unc-51-Mutanten erhebliche Unterschiede auf. Der Verlust von unc-
51 verursacht stirker ausgeprigte Phidnotypen; beispielsweise enthdlt die neuromuskulédre
Synapse viele Glutamatrezeptorfelder ohne gegeniiberliegende Aktive Zonen. In der RSK-
Nullmutante konnten diese Defekte in der Organisation der synaptischen Verkniipfungen nicht
gefunden werden. Beide Nullmutanten zeigten eine verringerte eEPSC-Amplitude, wobei
dieser Phédnotyp in der unc-51/-Mutante auf eine defekte Freisetzung der Neurotransmitter
zurlickgefiihrt wurde. Dieser prisynaptische Defekt konnte in der RSK-Mutante nicht
festgestellt werden, der ,,Quantal Content war im Vergleich zum Wildtyp unverindert.
Stattdessen konnte eine Reduktion der Mini-Amplitude gemessen werden, die auf eine
verringerte postsynaptische Sensitivitdt hinweist. Diese war durch den Verlust von Unc-51
nicht verdandert. Obwohl RSK und Unc-51 als Negativregulatoren der ERK-Aktivitdt dienen,
scheint ihr Beitrag auf die Auswirkungen der ERK-Aktivitét verschieden. Wairkar et a/. (2009)
vermuteten, die Negativregulation der ERK-Aktivitdt konnte einen moglichen Mechanismus
zur Synapsen-spezifischen Kontrolle der Zusammensetzung der Aktiven Zonen darstellen.
RSK konnte durch die verdnderte ERK-Lokalisierung und die Negativregulation der ERK-
Aktivitit die Anzahl der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder, die in einer NMJ gebildet

werden, kontrollieren.
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In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass der ERK/MAPK-Signalweg wichtige
Aufgaben in der Bildung von Synapsen und der Regulation der synaptischen Plastizitdt
ibernimmt. Beispielsweise ist der ERK/MAPK-Signalweg an der Regulation der
Langzeitplastizitit beteiligt, indem ERK nach der Translokation in den Nukleus die Aktivitit
von Transkriptionsfaktoren reguliert (Martin, 1997; Huang, 2001; Alonso, 2004; Hans, 2004).
Da ERK in verschiedenen subzelluldiren Kompartimenten aktiv ist, iibernimmt es verschiedene
Funktionen in der Kurz- und Langzeitplastizitit (Sweatt, 2004; Boggio, 2007). RSK konnte in
den Motoneuronen die Lokalisierung von aktivem ERK in den subzelluldren Kompartimenten
kontrollieren und so die verschiedenen Funktionen von ERK im Motoneuron koordinieren.
Durch den Verlust von RSK konnte eine reduzierte postsynaptische Sensitivitdt beobachtet

werden, die moglicherweise durch die Dysregulation der ERK-Aktivitdt verursacht wurde.

Des Weiteren konnte in in-vitro Versuchen festgestellt werden, dass durch Inhibition des
ERK/MAPK-Signalwegs das exzitatorische postsynaptische Potential verdndert war. Der
ERK/MAPK-Signalweg ist demnach an der Regulation der aktivititsabhéngigen
Kurzzeitplastizitit der Synapsen beteiligt (Giachello, 2010). Beispielsweise spielt die
ERK/MAPK-abhéngige Phosphorylierung von Synapsin nicht nur eine Rolle in der Bildung
funktionaler Synapsen, sondern beeinflusst auch die Kurzzeitplastizitdt (Giachello, 2010). Um
festzustellen, ob die verdnderte Aktivitdt von ERK in der RSK-Nullmutante Auswirkungen auf
die Phosphorylierung von Synapsin in den Motoneuronen hat, miissten biochemische
Untersuchungen durchgefiihrt werden, die zeigen, ob die Menge an phosphoryliertem Synapsin

in der RSK-Mutante veriandert ist.

Die Untersuchungen der genetischen Interaktion von rsk und rolled (ERK) konnten durch die
Kombination von rsk?**! und r/, einer hypomorphen ERK-Mutante mit verringerter Aktivitit,
zeigen, dass RSK als Negativregulator der ERK-Aktivitdt an der Pra-und Postsynapse dient und
durch die Inhibition des aktiven ERKs die Anzahl der Aktiven Zonen und
Glutamatrezeptorfelder beeinflusst. RSK hat als Effektorkinase des ERK/MAPK-Signalwegs
einen Einfluss auf die Regulation der Groe der neuromuskuldren Synapse und auf die Fliache
der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder (Abb. 4.2). In der Regulation der Struktur der
neuromuskulidren Synapsen wird die duale Funktion von RSK im ERK/MAPK-Signalweg
deutlich.

Die Untersuchungen der Struktur der neuromuskuléren Synapse von 75", einer ERK-Mutante

mit moderat erhdhter Aktivitét zeigten, dass durch die erhohte ERK-Aktivitdt die Gro3e der
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neuromuskulidren Synapse sowie die Anzahl der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder
verringert ist. Die Flichen der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder sind in 775"

unverandert.

In der Kombination von 7sk?*®? und 715" sollten die Phinotypen der /5"-Mutante, die durch
die fehlende Negativregulation von ERK entstanden sind, durch das Fehlen von RSK nicht
verstiarkt werden. Falls die Phénotypen jedoch durch die fehlende Funktion von RSK als
Effektorkinase des ERK/MAPK-Signalwegs begriindet sind, sollten sie durch das Fehlen der
RSK-Funktion noch verstirkt sein. Die Analyse bestétigt, dass RSK als Negativregulator von
aktivem ERK die GroBe der neuromuskuldren Synapse beeinflusst, aber als Effektorkinase des
ERK/MAPK-Signalwegs die Grofle der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder reguliert.
Ob die Anzahl der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder durch die fehlende
Negativregulation von ERK verursacht wurde, konnte durch diese Analyse nicht bestdtigt

werden.
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Aktiven Zonen

Abb. 4.2 Schematische Darstellung der Funktion von RSK im MAPK-Signalweg

(A) Nachdem ERK RSK phosphoryliert, inhibiert aktiviertes RSK ERK, um eine Hyperaktivierung von
ERK und somit eine vermehrte Substratphosphorylierung durch ERK zu unterbinden. In der Regulation der
Anzahl der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder dient RSK als Negativregulator der ERK-Aktivitit.
(B) RSK wird von ERK aktiviert, um Substrate zu phosphorylieren, die Auswirkungen auf die Struktur der

neuromuskuldren Synapse haben. RSK hat durch die Phosphorylierung von Substraten Auswirkungen auf

die GroBe der neuromuskulidren Synapse und auf die Flache der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder.

Die Untersuchungen der genetischen Interaktion von 7sk und rZ/ sowie von rsk¥! und /5"
filhrten zu teilweise unterschiedlichen Ergebnissen, was mehrere Ursachen haben konnte. In
der untersuchten Fliegenlinie rsk?*%; rI5"/+ war ein wildtypisches rI-Allel vorhanden, das den
durch 7™ verursachten Effekt iiberdecken konnte. Das wildtypische ERK-Allel ist aber
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notwendig, da dominantes 7/°” zur Sterilitét der weiblichen Fliegen fiihrt. Des Weiteren ist die
Bindestelle fiir RSK in 7/°" nicht mehr vorhanden. Somit kann RSK in der #/°*"-Mutante nicht

mehr als cytoplasmatischer Anker von ERK dienen.

Fischer et al. (2009) vermuteten, dass RSK ERK an den Synapsen bindet und somit die
Aktivitdit von ERK inhibiert, weshalb nur ungebundenes ERK phosphoryliert und aktiviert
werden kann und zur Synapse wandert (Fischer, 2009b). Wie aber in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, dient RSK nicht nur als Negativregulator der ERK-Aktivitét, sondern spielt
auch eine wichtige Rolle in der subzelluliren Lokalisierung von ERK innerhalb des
Motoneurons. Vermutlich ist prézises Verhéltnis von RSK und ERK wichtig fiir die Regulation
von Struktur und Funktion der Synapse, wobei RSK auf unterschiedliche Weise die Aktivitét

und Lokalisierung von ERK beeinflusst.

4.5  Der Verlust von RSK fiihrt zu Defekten im axonalen Transport

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass durch den Verlust von RSK die
prasynaptischen Proteine BRP und CSP, die zur Synapse transportiert werden sollen, in den
Axonen der Motoneurone akkumulieren. Fiir den Transport von priasynaptischem Material zu
den Axontermini zum Aufbau und Erhalt der Synapsen ist ein komplexes Zusammenspiel
zwischen Motorproteinen, verschiedenen Transportkomponenten wie beispielsweise Adapter-
und Geriistproteinen sowie die lokale Aktivierung von Signalwegen notwendig. Zusétzlich
existieren Mechanismen, um die Lokalisierung der pridsynaptischen Komponenten auf die
Axontermini zu beschrinken (Goldstein, 2008; Maeder, 2014). So flihrt beispielsweise der
Verlust von Liprin-o in Motoneuronen von Drosophila zur Bildung ektopischer
Akkumulationen synaptischer Vesikel und prédsynaptischer Cytomatrix-Proteine in distalen
Bereichen des Axons nahe der Synapsen, ohne Auswirkung auf die Lokalisierung der
Mitochondrien oder Motorproteinen (Li, 2014). Die Serin/Arginin-Proteinkinase SRPK79D
verhindert, dass wiahrend des Transports groe BRP-Agglomerate im Axon gebildet werden,
wodurch ektopische Aktive Zonen entstehen. Da der Transport anderer pradsynaptischer
Proteine durch den Verlust von SRPK79D nicht beeinflusst wird, ist anzunehmen, dass die
Funktion der Kinase spezifisch fiir die Bildung der Aktiven Zonen an der pridsynaptischen
Membran ist (Johnson, 2009; Nieratschker, 2009). Mutationen in den Motorproteinen
verursachen groBle, mit Organellen gefiillte Axonschwellungen, die aber den Transport von
Mitochondrien nicht beeintréchtigen. Diese Schwellungen sind vermutlich Stellen, an denen

die Autophagozytose stattfinden kann (Pilling, 2006). In dAcs/ (acetyl-CoA synthetase long
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chain)-Mutanten bleibt der axonale Transport von Mitochondrien unbeeinflusst, allerdings ist
die Transportgeschwindigkeit von Vesikeln in anterograder Richtung beschleunigt, in
retrograder Richtung jedoch verlangsamt, was zu Ansammlungen von Vesikeln in distalen
Bereichen des Axons fiihrt (Liu, 2011). Mutationen im humanen Ortholog ACSL4 (acetyl-CoA
synthase long chain family member 4) verursachen eine nicht-syndromale X-chromosomale

mentale Retardierung (Meloni, 2002; Longo, 2003).

Die axonalen Phanotypen der RSK-Nullmutante unterscheiden sich in mehreren Aspekten von
den beschriebenen Phianotypen. Die BRP- bzw. CSP-Aggregate waren im proximalen Bereich
der Axone, nahe dem Ventralganglion zu finden; es konnten jedoch keine Axonschwellungen
beobachtet werden. Zusammen mit den Beobachtungen, dass sich mehr Mitochondrien in
stationdren Phasen befinden und weniger in anterograder Richtung transportiert werden, konnte
RSK eine Funktion in der Regulation der Interaktionen innerhalb des Motorkomplexes aus

Motorproteinen, Adapter- und Gertistproteinen und Cargo iibernehmen.

Die Spezifitdt des Transports von Cargos in anterograder Richtung wird durch individuelle
Kinesine und Cargo-spezifische Adapterproteine bestimmt (Hirokawa, 2010; Maday, 2014). In
Drosophila interagiert die katalytische Untereinheit von Kinesin-1, KHC (kinesin heavy chain)
mit Mitochondrien iiber das Adapterprotein Milton. Milton wiederum bindet an die Cargo-
Bindedomédne des Kinesins iliber dem Rezeptor Miro, der mit der mitochondrialen
AuBenmembran interagiert. Die Interaktionen von Motor- und Adapterproteinen bieten
effektive Moglichkeiten zur Regulation des Transports (Stowers, 2002). Miro dient als Ca®*-
Sensor in der Regulation der Bewegung der Mitochondrien. Bei niedrigen Ca®'-
Konzentrationen bindet das Mitochondrium iiber den Motor-Adapter-Komplex an Kinesin. Das
Mitochondrium wird entlang des Axons bewegt, bis Miro erhohte Ca®'-Konzentrationen
detektiert. Darauthin wird die Konformation von Miro verdndert, wodurch der Motorkomplex
inaktiviert und das Mitochondrium freigesetzt wird (MacAskill, 2009; Guo, 2005; Chen and
Sheng, 2013). In RSK-Nullmutanten ist der Transport von Mitochondrien in anterograder
Richtung beeintrachtigt. Miro reguliert den anterograden Transport von Mitochondrien und ihre
exakte Lokalisierung an den Synapsen. RSK konnte den Transport von Mitochondrien in

anterograder Richtung iiber die Regulation von Miro beeinflussen.

Fiir den Transport von Proteinen der synaptischen Vesikel wie Synaptotagmin stellt Unc-76
eine Verbindung zwischen Cargo und Motorprotein dar (Gindhart, 2003). Die Interaktion
zwischen Cargo und Motorprotein wird zudem phosphorylierungsabhiingig reguliert, wie die
von Unc-51-abhéingige Interaktion von Unc-76 mit Synaptotagmin zeigt. Der Verlust von Unc-
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51 oder Unc-76 verursacht Akkumulationen synaptischer Vesikel im Axon (Toda, 2008). Da
RSK wie Unc-51 ein Negativregulator des ERK/MAPK-Signalwegs ist, konnte RSK auch
einen Einfluss auf die phosphorylierungsabhdngige Interaktion zwischen Cargo und
Motorprotein haben und dadurch den Transport von Proteinen synaptischer Vesikel regulieren.
Wairkar et al. (2009) konnten zeigen, dass die negative Regulation der Aktivitdt von ERK fiir
den axonalen Transport nicht von Bedeutung ist (Wairkar, 2009). Die durch das Fehlen von
RSK verursachten Defekte im axonalen Transport sind demnach nicht der Funktion von RSK

als Negativregulator des ERK/MAPK-Signalwegs zuzuschreiben.

Die Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3) stellt einen weiteren Regulator des anterograden
Transports dar. GSK3 interagiert mit dem Kinesin-Motorkomplex und inhibiert durch
Phosphorylierung KLC (kinesin light chain), wodurch die membrangebundenen Organellen
(MBO) vom Motorkomplex dissoziieren. An den Stellen, an denen die Organellen vom
Motorkomplex dissoziieren, ist die Aktivitit von GSK3 erhoht. Durch die Phosphorylierung
von KLC inhibiert GSK3 den schnellen axonalen Transport in einer Cargo-unabhingigen
Weise (Morfini, 2002). In Neuronen des Hippocampus konnte gezeigt werden, dass die
Inhibition der GSK3-Aktivitdt den Transport von Mitochondrien in anterograder Richtung
stimuliert. In Neuronen des Hippocampus von Ratten konnte gezeigt werden, dass GSK3 durch
Phosphorylierung von KLC2 die Aktivitdt von Kinesin-1 blockiert und Langzeit-Depression
(LTD) inhibiert (Morfini, 2002; Chen, 2007). Aufgrund genetischer Untersuchungen in
Drosophila kann angenommen werden, dass GSK3 die Aktivitdt der Motorproteine beeinflusst,
nicht aber die Interaktion von Cargo und Motorkomplex (Weaver, 2013). Weiter konnte gezeigt
werden, dass eine erhohte Aktivitdt von GSK3 den anterograden Transport von Mitochondrien
reduziert und das Verweilen in stationdren Phasen begiinstigt (Morel, 2010). Uber in vitro
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass RSK2 die Aktivitit von GSK3 in
verschiedenen zelluliren Prozessen durch Phosphorylierung inhibiert (Sutherland, 1993;
Romeo, 2012). Wenn RSK durch Phosphorylierung die Aktivitidt von GSK3 inhibiert, wird die
Aktivitdt von Kinesin-1 begilinstigt. Die beobachteten Defekte im anterograden Transport der
Mitochondrien in der RSK-Nullmutante konnten demnach durch die fehlende Regulation der

GSK3-Aktivitit verursacht werden.

Bislang ist keine direkte oder indirekte Funktion von RSK in der Phosphorylierung der
Komponenten des Motorkomplexes bekannt. Um die Funktion von RSK in der von GSK-3
vermittelten Regulation des anterograden Transports aufzukldren, sind weitere Untersuchungen

zum Einfluss von RSK auf die Aktivitit von GSK3 nétig. Experimente zur Kolokalisierung von
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RSK und GSK3 in den verschiedenen Subkompartimenten der Motoneurone konnten

genaueren Einblick in die Regulation des anterograden Transports von Mitochondrien geben.

Da in RSK-Mutanten ein allgemeiner Defekt im anterograden Transport verschiedener Cargos
zu beobachten ist, konnte RSK allgemeine Mechanismen zur Regulation des schnellen
axonalen Transports beeinflussen und nicht spezifische Komponenten der verschiedenen
Motorkomplexe regulieren. Somit konnte RSK Auswirkungen auf das Mikrotubuli-Cytoskelett

haben, da die Mikrotubuli als Schienen fiir den Transport aller Organellen im Axon dienen.

Entlang der Mikrotubuli sind MAPs (microtubule-associated proteins) gebunden, die die
Polymerisierung und Stabilisierung der Mikrotubuli begiinstigen und eine Rolle in der
Regulation des axonalen Transports spielen, indem sie die Interaktion der Motorproteine mit
den Mikrotubuli modulieren (Dixit, 2008). Durch die Phosphorylierung und Inhibition von
GSK3 wird die Phosphorylierung der MAPs, wie beispielsweise Futsch, das homolog zu
humanem MAPIB ist, modifiziert und somit die Stabilitdt und Organisation der Mikrotubuli
verdandert (Roos, 2000; Gogel, 2006). RSK konnte durch die Inhibition von GSK3
Auswirkungen auf die Stabilitdt und Organisation der Mikrotubuli haben und dadurch den

axonalen Transport verschiedener Organelle beeinflussen.

4.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass RSK nicht nur die Aktivitdt von ERK
reguliert, sondern auch die Lokalisierung von aktivem ERK beeinflusst. In weiterfiihrenden
Untersuchungen konnte der Einfluss von RSK auf die Lokalisierung von Fasll analysiert
werden, um festzustellen, ob die ERK-abhidngige Fasll-vermittelte Zelladhdsion von RSK
reguliert wird. Da das Zusammenspiel von ERK und RSK komplex zu sein scheint, kdnnten
Untersuchungen des Transcriptoms von RSK-Mutanten auch Aufschluss iiber die regulatorische

Funktion von RSK im ERK/MAPK-Signalweg geben.

Bislang ist eine Funktion von RSK als Inhibitor von GSK3 nur aus in-vitro Versuchen bekannt.
Die Interaktion von RSK und GSK3 sollte in Motoneuronen untersucht werden, um
herauszufinden, ob RSK durch Phosphorylierung von GSK3 den anterograden Transport
beeinflusst. Um die Auswirkungen des Verlustes von RSK im axonalen Transport genauer zu
bestimmen, sollte auch der Einfluss von RSK auf die Komponenten der Motorkomplexe wie

beispielsweise Miro und Milton untersucht werden.
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Ein weiterer interessanter Aspekt sind die Defekte im klassischen olfaktorischen Lernen
gemeinsam mit dem Einfluss von RSK auf die synaptische Plastizitét und Transmission (Putz,
2004). Immunhistochemische Untersuchungen der Pilzkdrper konnten Aufschluss dariiber
geben, ob RSK in den Mikroglomeruli, den synaptischen Verkniipfungen der Kalyx der
Pilzkorper, prd- oder postsynaptisch lokalisiert ist. Zudem konnten Untersuchungen der
Volumina der Mikroglomeruli den Einfluss von RSK auf die synaptische Plastizitét

verifizieren.
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S. Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte die Funktion von RSK in Motoneuronen von Drosophila untersucht
werden. Mutationen im RSK2-Gen verursachen das Coffin-Lowry-Syndrom (CLS), das durch
mentale Retardierung charakterisiert ist. RSK2 ist hauptsdchlich in Regionen des Gehirns
exprimiert, in denen Lernen und Gedéchtnisbildung stattfinden. In Médusen und Drosophila, die
als Modellorganismen fiir CLS dienen, konnten auf makroskopischer Ebene keine
Verdnderungen in den Hirnstrukturen gefunden werden, dennoch wurden in verschiedenen

Verhaltensstudien Defekte im Lernen und der Gedéachtnisbildung beobachtet.

Die synaptische Plastizitdt und die einhergehenden Verdnderungen in den Eigenschaften der
Synapse sind fundamental fiir adaptives Verhalten. Zur Analyse der synaptischen Plastizitét
eignet sich das neuromuskulidre System von Drosophila als Modell wegen des stereotypen
Innervierungsmusters und der Verwendung ionotroper Glutamatrezeptoren, deren
Untereinheiten homolog sind zu den Untereinheiten der Glutamatrezeptoren des AMPA-Typs

aus Sdugern, die wesentlich fiir die Bildung von LTP im Hippocampus sind.

Zunichst konnte gezeigt werden, dass RSK in den Motoneuronen von Drosophila an der
prasynaptischen Seite lokalisiert ist, wodurch RSK eine Synapsen-spezifische Funktion
ausiiben konnte. Morphologische Untersuchungen der Struktur der neuromuskuldren Synapsen
konnten aufzeigen, dass durch den Verlust von RSK die GroBe der neuromuskuldren Synapse,
der Boutons sowie der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder, reduziert ist. Obwohl mehr
Boutons gebildet werden, sind weniger Aktive Zonen und Glutamatrezeptorfelder in der
neuromuskuldren Synapse enthalten. RSK reguliert die synaptische Transmission, indem es die
postsynaptische Sensitivitdt, nicht aber die Freisetzung der Neurotransmitter an der
prasynaptischen Seite beeinflusst, obwohl in immunhistochemischen Analysen eine
postsynaptische Lokalisierung von RSK nicht nachgewiesen werden konnte. RSK ist demnach

an der Regulation der synaptischen Plastizitét glutamaterger Synapsen beteiligt.

Durch immunhistochemische Untersuchungen konnte erstmals gezeigt werden, dass aktiviertes
ERK an der présynaptischen Seite lokalisiert ist und diese synaptische Lokalisierung von RSK
reguliert wird. Dariiber hinaus konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass durch den
Verlust von RSK hyperaktiviertes ERK in den Zellkorpern der Motoneurone vorliegt. RSK
wird durch den ERK/MAPK-Signalweg aktiviert und {ibernimmt eine Funktion sowohl als

Effektorkinase als auch in der Negativregulation des Signalwegs. Demnach dient RSK in den
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Zusammenfassung

Zellkorpern der Motoneurone als Negativregulator des ERK/MAPK-Signalwegs. Dartiber
hinaus konnte RSK die Verteilung von aktivem ERK in den Subkompartimenten der

Motoneurone regulieren.

Da in vorangegangenen Studien gezeigt werden konnte, dass ERK an der Regulation der
synaptischen Plastizitét beteiligt ist, indem es die Insertion der AMPA-Rezeptoren zur Bildung
der LTP reguliert, sollte in dieser Arbeit aufgeklart werden, ob der Einfluss von RSK auf die
synaptische Plastizitdt durch seine Funktion als Negativregulator von ERK zustande kommt.
Untersuchungen der genetischen Interaktion von rsk und rolled, dem Homolog von ERK in
Drosophila, zeigten, dass die durch den Verlust von RSK beobachtete reduzierte Gesamtzahl
der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder der neuromuskuldren Synapse auf die Funktion
von RSK als Negativregulator von ERK zuriickzufiihren ist. Die GroBe der neuromuskuliren
Synapse sowie die GroBBe der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder beeinflusst RSK

allerdings durch seine Funktion als Effektorkinase des ERK/MAPK-Signalwegs.

Studien des axonalen Transports von Mitochondrien zeigten, dass dieser in vielen
neuropathologischen Erkrankungen beeintrachtigt ist. Die durchgefiihrten Untersuchungen des
axonalen Transports in Motoneuronen konnten eine neue Funktion von RSK in der Regulation
des axonalen Transports aufdecken. In den Axonen der Motoneurone von RSK-Nullmutanten
wurden BRP- und CSP-Agglomerate nachgewiesen. RSK konnte an der Regulation des
axonalen Transports von prisynaptischem Material beteiligt sein. Durch den Verlust von RSK
wurden weniger Mitochondrien in anterograder Richtung entlang dem Axon transportiert und
mehr Mitochondrien befanden sich in einer stationdren Phase. Diese Ergebnisse zeigen, dass
auch der anterograde Transport von Mitochondrien durch den Verlust von RSK beeintrachtigt

1st.
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Summary

6. Summary

In this thesis the function RSK in motoneurons of Drosophila has been analyzed. Mutations in
the RSK2-gene cause the Coffin-Lowry-Syndrome (CLS) which is characterized by mental
retardation. RSK2 is predominantly expressed in regions of the brain where learning and
formation of the memory take place. Even no obvious changes in brain structures could be
observed at macroscopic level in mouse and Drosophila which serve as an animal model for
CLS. However deficits in various learning tasks could be observed due to the loss of the RSK-

function.

Synaptic plasticity and the following changes in synaptic properties are fundamental for
adaptive behaviors. The neuromuscular system of Drosophila suits as a model for studies of the
synaptic plasticity because of the stereotypic innervation pattern and the use of ionotropic
glutamate receptors which subunits are homologous to the subunits of the mammalian AMPA-

type of glutamate receptors which are essential for the formation of LTP in the hippocampus.

This study shows that RSK is located at the presynaptic site of the motoneurons of Drosophila
which indicates a synapse-specific function of RSK. The structural analysis of the
neuromuscular junction (NMJ) show that the loss of RSK causes a reduction in size of the NMJ,
boutons, active zones and glutamate receptor fields. More boutons were found at the NMJ, but
less active zones and glutamate receptor fields were established. The localization of RSK at the
postsynaptic side could not be detected in this study although RSK regulates the synaptic
transmission by affecting the postsynaptic sensitivity but not the presynaptic neurotransmitter

release. Hence RSK could take part in the regulation of synaptic plasticity.

Immunohistochemical analysis could depict a novel function of RSK in the synapse-specific
localization of ERK. Further this study show that due to the loss of RSK more activated ERK
is located in den cell bodies of the motoneurons. RSK functions as a negative regulator of the
ERK/MAPK signaling in the somata of motoneurons. Additionally, RSK could regulate the

distribution of ERK in the different subcompartments of the motoneurons.

Previous studies show ERK as a regulator of synaptic plasticity by influencing the insertion of
AMPA receptors into the postsynaptic membrane during LTP. RSK is activated by the
ERK/MAPK signaling and functions not only as an effector kinase but also as a negative
regulator of this pathway. If the effect of RSK on synaptic plasticity is due to its function as a
negative regulator of ERK should be clarified in this work.
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Summary

Analysis of the genetic interactions of sk and rolled, the Drosophila homologue of mammalian
ERK, show that the reduced number of active zones and glutamate receptor fields found at the
NMJ of RSK null mutants is caused by the function of RSK as a negative regulator of ERK. In
turn RSK affects the size of the NMJ, also the size of the active zones and glutamate receptor

fields by its function as an effector kinase of the ERK/MAPK signaling.

Several studies have shown that the axonal transport of mitochondria is affected in many
neuropathological diseases. This work could uncover a novel function of RSK in the regulation
of the axonal transport in motoneurons. The loss of RSK causes the formation of agglomerates
of the presynaptic proteins BRP and CSP. Therefore RSK takes part in the regulation of the
transport of presynaptic material. In absence of RSK less mitochondria are transported in
anterograde direction and more mitochondria are pausing. This results implicate a function of

RSK in regulating the anterograde transport of mitochondria.
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9. Abkiirzungen

AGC

AMPA
Aplipl
BAD
BNDF
BRP
CAMK
cAMP
CAP-Gly
CAST
CAZ
Cdk

CLS
Cora
CREB
CSP
CTKD
DCV
DENN/MAD

DHC

DLG

DNA
DrDL2
eEPSC
EPSC
ELK-1/SRF
ELKS/CAST
EPSC

ERK

Fasll

FGF

FGFR

GDP

protein kinase A, C und G
Amyotrophe Lateralsklerose
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
APP-like protein interacting protein 1
Bcl-2-associated death promoter
brain-derived neurotrophic factor
Bruchpilot
Ca**/Calmodulin-dependent protein kinases
cyclic adenosine-monophosphate
cytoskeleton-associated protein-Glycin-rich domain
cytomatrix-associated scaffold protein
Cytomatrix der Aktiven Zonen CAZ
cyclin-dependent kinase
Coffin-Lowry-Syndrom
Coracle
cAMP-response-element-binding protein
Cysteine string protein
C-terminale Kinasedoméne
Vesikel mit dichtem Kern
differentially expressed in normal and neoplastic cells/MAP kinase activating
death domain
Dynein heavy chain
Disc large
Desoxyribonucleic acid
Dopaminrezeptor
evozierte exzitatorische postsynaptische Strome
exzitatorischen postsynaptischen Stréme
ETS (E twenty-six)-like kinase-1/ Serum-response factor
ELKS-rich protein/cytomatrix-associated scaffold protein
postsynaptischen Strome
extracellular-signal regulated kinase
FascilinlI
fibroblast growth factor
fibroblast growth factor receptor
Guanosin-Diphosphat

88



Abklirzungen

GFP
GluR
GSK
GTP
H3
HRP
iGluR
Imac
ISN
JIP
INK
KHC
KIF

Lisl
LTD
LTP
MAGUK
MAP
MAPK
MAPKAPK
MAPKK
MAPKKK
MBO
Mef
mRNA
MSK
Myt
Ndel
NTKD
Pct-1
PDK1
pERK
PFA
PI3K
PKC
PSD

green fluorescence protein
Glutamatrezeptor
Glykogen-Synthase-Kinase
Guanosin-Triphosphat

Histon H3

horseradish peroxidase

ionotrope Glutamatrezeptoren
immacculate connections
Intersegmentalnerven
JNK-interacting protein

c-Jun N-terminal kinase
schweren Ketten des Kinesins
kinesin-like protein

kinesin light chain
lissencephaly-1
Langzeit-Depression
Langzeit-Potenzierung
membrane-associated guanilate kinase
microtubule-associated protein
mitogen-activated protein kinase
MAPK-activated protein kinases
MAP-Kinase-Kinase
MAP-Kinase-Kinase-Kinase
membrangebundenen Organellen
myocyte enhancer factor
messenger ribonucleic acid
mitogen and stress-activated protein kinases
membrane-associated inhibitor kinase-1
nudel

N-terminale Kinasedoméne
Pctaire-kinase-1

pyruvate dehydrogenase kinase 1
phosphoryliertes ERK
Prarformaldehyd
phosphoinositide-3-kinase
protein kinase C

postsynaptische Verdichtung
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PTV
Rab
RBP
RIM
rl

pS6
RSK
S6KII
SDS
SDS-PAGE
SN
SNAP
SRPK79D
SSR
MY
SVP
SYT
TEVC
TIF
TN
TRAK
Unc
ZNS

Piccolo-Bassoon transport vesicles
Ras-related in brain

RIM binding protein

Rab3 (Ras-related in brain3)-interacting molecule
rolled

ribosomale Protein S6
p90-ribosomale S6 Kinase 11
p90-ribosomale S6 Kinase 11
Sodium Dodecylsulfate
SDS-Polyacrylamidgel
Segmentalnerv
synaptosomal-associated protein
Serine/arginine protein kinase 79D
Subsynaptischen Retikulum SSR
Synaptische Vesikel

Synaptische Vesikel-Vorlaufer
Synaptotagmin

Zwei Elektroden Voltage Clamp
Transkription-Initiationsfaktor
Transversalnerven

Trafficking kinesin protein
uncoordinated

Zentrales Nervensystem
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