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1. Einleitung 

 

1.1 Das larvale Nervensystem System von Drosophila melanogaster 

Untersuchungen des Nervensystems von Drosophila haben maßgeblich zum Verständnis der 

Neurobiologie beigetragen. Die Verwendung der Vielzahl an genetischen Werkzeugen hat 

wichtige Entdeckungen zur Entwicklung und Funktion des Nervensystems ermöglicht (Bellen, 

2010). Beispielsweise erlaubt das UAS-GAL4-System, das ursprünglich in Hefen entdeckt 

wurde, die zeitlich und räumlich kontrollierte Expression beliebiger DNA-Fragmente (Brand 

and Perrimon 1993).  

Durch die leichte Zugänglichkeit eignet sich das larvale neuromuskuläre 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 Plastizität (Griffith and Budnik 2006). Da für 

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 neuromuskulären Systems von Drosophila 

Das larvale neuromuskuläre System von Drosophila ist einfach aufgebaut und besteht aus 32 

Motoneuronen in jedem Hemisegment des Ventralganglions, die während der embryonalen 

Entwicklung gebildet werden (Bossing, 1996; Landgraf, 1997). Die Zellkörper der 

Motoneurone liegen im Cortex des Ventralganglions. Während 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 fünf 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 hauptsächlich sekretierten 

Neurotransmitter in drei verschiedene Typen unterteilt. In Drosophila ist die häufigste Klasse 

die der Typ I-Motoneurone, die hauptsächlich den Neurotransmitter Glutamat ausschütten. 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 hauptsächlich den Neurotransmitter Octopamin 

oder Neuropeptide frei, zudem enthalten sie aber auch Glutamat-gefüllte Vesikel (Cantera and 

Nassel, 1992; Monastirioti, 1995).  

 

 

 

Die stereotype Struktur der neuromuskulären Synapsen, der Innervierung eines Muskels in 

einem Abdominalsegment, weist das gleiche Verzweigungsmuster an einer Muskelfaser in 

verschiedenen Abdominalsegmenten auf. Der einfache Aufbau des neuromuskulären Systems 

und das stereotype Verzweigungsmuster der Motoneurone ermöglichen einzelne 

neuromuskuläre Synapsen zu identifizieren und identische Synapsen zwischen 

unterschiedlichen Tieren zu vergleichen (Keshishian and Chiba, 1993). 
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1.3 Die neuromuskuläre 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 können (Ruiz-Canada and Budnik, 2006).  

Die larvalen neuromuskulären Synapsen von Drosophila sind glutamaterg und verwenden 

ionotrope Glutamatrezeptoren, deren Untereinheiten homolog zu den Untereinheiten der 

Glutamatrezeptoren des AMPA-Typs (α-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 Oberfläche 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 Gerüstprotein 

aus Säugern, als Antwort auf die Freisetzung von Glutamat der präsynaptischen Seite. 

Daraufhin differenziert der Wachstumskegel des Axons zu präsynaptische Termini (Broadie 

and Bate, 1993a and b; Featherstone, 2005). An jeder Muskelfaser hat sich bis zum Ende der 

Embryonalentwicklung eine funktionelle neuromuskuläre Synapse mit einer definierten Anzahl 

an synaptischen Endknöpfchen (Boutons) gebildet. Boutons beherbergen die synaptischen 

Verbindungen und enthalten mehrere Aktive Zonen, die zur Freisetzung von Neurotransmittern 

dienen. Jeder Aktiven Zone liegt ein Glutamatrezeptorfeld gegenüber (Abb. 1.3) (Jan and Jan, 

1976). 

Während der larvalen Entwicklung dringen die Glutamatrezeptorfelder tiefer in den Muskel ein 

und werden von Einstülpungen der Muskelmembran, dem Subsynaptischen Retikulum (SSR) 

umschlossen, das Rezeptoren, Gerüstproteine und postsynaptische Signalkomplexe enthält 

(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). Während der Entwicklung vom frühen Embryonalstadium bis zum 

wandernden dritten Larvenstadium wächst die Fläche der Muskeln um das 100-Fache an. Um 

diese Veränderung zu bewältigen und die Stärke der synaptischen Transmission zu bewahren, 

werden während dieser Entwicklung stetig neue Boutons hinzugefügt. 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 erhöht (Atwood, 1993; Schuster, 1996). Die neuromuskulären 

Synapsen eignen sich als Modell zur Untersuchung der synaptischen Plastizität, da während des 

Muskelwachstums ihre Struktur stark verändert wird (Collins and DiAntonio, 2007). Im 

wandernden dritten Larvenstadium wurden zur Innervierung eines Muskels in einem 

Abdominalsegment in einer neuromuskulären Synapse etwa 20 - 50 Typ I-Boutons gebildet, 

die jeweils etwa 10 Aktive Zonen enthalten. Die neuromuskuläre 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). 

  

 

 

Die verzweigten Axon-Termini der Typ I-Motoneurone sind aufgrund der Größe der gebildeten 

Boutons in zwei Klassen unterteilt: Typ Ib (big; Durchmesser: 3 µm – 5 µm) und Typ Is (small; 

Durchmesser: 1 µm – 1,5 µm). Die meisten Typ Ib-Motoneurone innervieren nur einen Muskel 

und bilden große Boutons mit einem stark ausgeprägten und dicht bepackten SSR, während 

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 neuromuskuläre Synapse der Ventrolateralmuskeln 6 und 7 enthält Typ Ib- und Typ Is-

Boutons, da zwei Typ I-Motoneurone (RP3 und MN6/7b) die Muskeln innervieren. Das 

Motoneuron RP3 bildet Typ Ib-Boutons aus, während MN6/7b Typ Is-Boutons hervorbringt 

(Atwood, 1993; Keshishian, 1993).  

 

1.4 Aufbau der postsynaptischen Seite 

Die Postsynapse der neuromuskulären Synapse weist eine elektronendichte Struktur auf, die 

postsynaptische Verdichtung (PSD), in der sehr große Proteinkomplexe bestehend aus iGluRs, 

Gerüst- und Signalproteinen zu finden sind (Ziff, 1997; Dresbach, 2001). 

Für die Stabilisierung der ionotropen Glutamatrezeptoren (iGluR) an der Synapse ist die 

Bildung von Heterotetrameren essentiell. Die iGluRs in Drosophila bestehen aus vier 

Untereinheiten: entweder GluRIIA oder GluRIIB, GluRIIC, GluRIID und GluRIIE (Qin, 2004). 

Der Verlust einer Untereinheit führt zu embryonaler Paralyse, da die iGluR naszierender 

Synapsen keine Cluster bilden können. Zudem ist die Expression jeder Untereinheit nicht nur 

essentiell für die Lebensfähigkeit, sondern auch für 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 GluRIIA und GluRIIB haben einen 

Einfluss auf Rezeptoreigenschaften, die Desensibilisierung des Rezeptors wird durch die 

Untereinheit GluRIIB beschleunigt (Typ B-Rezeptor), während GluRIIA diese verlangsamt 

und dadurch die synaptische Transmission verstärkt (Typ A-Rezeptor) (DiAntonio, 1999). Die 

Untereinheit GluRIIC ist essentiell für die synaptische Transmission; während die Untereinheit 

GluRIID, die in allen NMJs zu finden ist, nicht nur für die Stabilisierung und den Aufbau der 

iGluR an der neuromuskulären Synapse wichtig ist, sondern auch für 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 

aufgeklärt. In Säugern konnte gezeigt werden, dass die iGluR durch Interaktionen mit 

Gerüstproteinen der MAGUK-Familie (membrane-associated guanilate kinase) und dem Aktin-
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Cytoskelett an der postsynaptischen Seite Cluster bilden. Dabei interagieren MAGUKs über 

PDZ-Domänen mit den iGluR-Untereinheiten (Bredt and Nicoll, 2003; Sheng and Pak, 2000). 

In Säugern sind an der Bildung der iGluR-Cluster neben den iGluR-Untereinheiten auch 

Proteine beteiligt, die PDZ-Domänen oder Gerüstkomponenten 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 Domänen 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 zunächst in den naszierenden Synapsen. Dabei werden 

Typ A-Rezeptoren stabil in die unreifen PSDs integriert, während DLG und andere 

postsynaptische Proteine beweglich bleiben (Rasse, 2005).  

Bisher konnte nur für Coracle (Cora), einem Drosophila Homolog zu den brain 4.1-Proteinen 

aus Säugern, 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 hauptsächlich Typ A-

Rezeptoren. In Abhängigkeit der neuronalen Aktivität wird die Zusammensetzung der 

Rezeptoren verändert, indem vermehrt GluRA- durch GluRB-Untereinheiten ersetzt werden 

(Koh, 1999; Morimoto, 2009).  

Während der Reifung der neuromuskulären 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). Darüber hinaus kontrolliert DLG 

durch die Interaktion mit FasciclinII (FasII) die Größe der synaptischen Verknüpfungen, wie 

beispielsweise die Fläche der Aktiven Zonen und PSDs (Cheng and Featherstone, 2005; 

Ataman, 2006). Während die neuromuskuläre Synapse wächst, wird die Bildung neuer Boutons 

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

An der Aktiven Zone der präsynaptischen Endigungen findet die Freisetzung von 

Neurotransmittern statt (Couteaux and Pecot-Dechavassine, 1970). Ein Signal erreicht das 

präsynaptische Terminal in Form eines Aktionspotentials und wird durch die Ausschüttung von 

Neurotransmittern, die in synaptischen Vesikeln (SV) aufbewahrt werden, auf die 

postsynaptische Zelle übertragen. Durch die Depolarisation des Neurons werden 

spannungsabhängige Calciumkanäle geöffnet, der folgende Ca2+-Einstrom initiiert die Fusion 

der synaptischen Vesikel mit der präsynaptischen Membran an spezialisierten Stellen, den 

Aktiven Zonen, die den PSDs, die die Rezeptorfelder beherbergen, gegenüberliegen (Couteaux 

and Pecot-Dechavassine, 1970). An den Aktiven Zonen der neuromuskulären Synapse von 

Drosophila befinden sich elektronendichte, T-förmige oder, dreidimensional gesehen, Donut-

förmige Strukturen der Cytomatrix, die T-Bars, die durch ihre Struktur die Exozytose der 

synaptischen Vesikel begünstigen (Stewart, 1996; Reiff, 2005). Die Cytomatrix der Aktiven 

Zonen (CAZ) besteht aus Proteinen des Cytoskeletts, wie Aktin und Spectrin, und 

Gerüstproteinen verschiedener, konservierter Proteinfamilien, wie beispielsweise RIM (Rab3 

(Ras-related in brain3)-interacting molecule) und RBP (RIM binding protein), Liprin-α, Unc-

13 und schließlich 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 zusätzlich 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 zusätzlich zur Bildung und Aufrechterhaltung der 

Struktur der Aktiven Zonen und zur Lokalisierung der Calciumkanäle benötigt (Wang, 1999; 

Fenster, 2000; Hallermann, 2010). Die Gerüstproteine ELKS, RIM und RBP kontrollieren die 

genaue Abstimmung des Ca2+-Einstroms mit der Exozytose der synaptischen Vesikeln über die 

Fusionsmaschinerie aus SYT (Synaptotagmin), Unc-13, Unc-18, SNAP-25 (synaptosomal-

associated protein), Syntaxin und Synaptobrevin (Katz and Miledi, 1967; Söllner, 1993; 

Littleton, 1993; Chen, 1999; Chapman, 1995).  

Eine Komponente der Aktiven Zone der Synapsen von Drosophila ist das Gerüstprotein 

Bruchpilot (BRP), dessen N-terminale Domäne Homologien zur EKLS/CAST-Familie der 

Vertebraten aufweist. Die C-terminale Domäne 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 für 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). 

 

 

 

Des Weiteren wird BRP zur Lokalisierung der Calciumkanäle an der Aktiven Zone benötigt. 

Somit vereint BRP die Funktionen der ELKS/CAST-Proteine und Komponenten des 

Cytoskeletts (Kawasaki, 2004; Wagh, 2006; Hallermann, 2010). Fife, ein mögliches Ortholog 

zu Piccolo in Drosophila, reguliert die Struktur und Funktion der Aktiven Zone (Bruckner, 

2012). Die Gerüstproteine oligomerisieren zur CAZ (Dresbach, 2001; Zhai and Bellen, 2004; 

Wagh, 2006), wobei RBP mit den spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen interagiert, die dadurch 

stabilisiert werden. Des Weiteren werden auch die Vesikel nahe an die Ca2+-Kanäle gebracht, 

um die Effizienz und Geschwindigkeit der Signalübertragung zu erhöhen (Abb. 1.3) (Wang, 

2002; Hibino, 2002; Spangler, 2007; Südhof 2012). Die CAZ ist ein essentieller Teil der 

molekularen Maschinerie, die zur Freisetzung von Neurotransmittern benötigt wird. Die 

Aktiven Zonen unterscheiden sich deutlich in ihrer Größe, die durch die Menge an BRP 

kontrolliert wird (Kittel, 2006).  
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1.6 Synaptische Plastizität 

Neben den strukturellen Veränderungen, die auf das Muskelwachstum zurückzuführen sind, 

kann auch die neuronale Aktivität einen positiven Einfluss auf das Wachstum der 

neuromuskulären Synapse haben (Budnik, 1990). Dem Nervensystem dienen Veränderungen 

in der Struktur und der Funktion der synaptischen Signalübertragung zur Anpassung und 

Reaktion auf Veränderungen in der Umwelt und stellen so die fundamentalen Vorgänge in der 

Informationsverarbeitung, der Bildung des Gedächtnisses und dem Lernen dar (Kandel and 

Schwartz, 1982; Griffith and Budnik, 2006). In der neuromuskulären Synapse sind viele 

Signalkaskaden aktiv, um interne und äußere Veränderungen wahrzunehmen und folglich die 

Struktur der Synapse dran anzupassen. Diese Signalkaskaden sind auch wichtig für die Kurz- 

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

Als Kurzzeitplastizität oder funktionelle Plastizität werden aktivitätsabhängige Veränderungen 

in der evozierten Antwort des Muskels auf einen Stimulus beschrieben, die als eEPSC-

Amplitude (evozierte exzitatorische postsynaptische Ströme) gemessen werden können (Jan 

and Jan, 1978). Für die Langzeit- oder strukturelle Plastizität müssen Proteine synthetisiert 

werden, da die Struktur der Synapse durch aktivitätsabhängige Signalwege verändert wird. An 

der präsynaptischen Seite kann die Anzahl oder die Anordnung von axonalen Verzweigungen, 

sowie die Anzahl und Größe der Boutons verändert werden. Zudem kann auch die Anzahl und 

Fläche der Aktiven Zonen oder die Anzahl der Vesikel, die pro Aktionspotential ausgeschüttet 

werden, beeinflusst werden. Auf der postsynaptischen Seite können Anzahl oder Fläche der 

postsynaptischen Verdichtungen, sowie Anzahl und Lokalisierung der Rezeptoren oder 

Gerüstproteine modifiziert werden. Ein weiterer kritischer Aspekt für die Langzeit-Plastizität 

ist die Synthese von GluRIIA-Rezeptoren, wodurch die Rezeptoreigenschaften verändert 

werden (Griffith and Budnik, 2006).  

 

1.7 Axonaler Transport 

Für die Bildung und Erhaltung prä- 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 

abhängen, können unterschiedliche Organellen und präsynaptische Proteine, sogenannte 

Cargos, im Axon entlang dem Cytoskelett bewegt werden. (Kreutzberg, 1969; Griffin, 1976). 
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Beispielsweise werden präsynaptische Proteine und synaptische Vesikelvorläufer (SVP) im 

Soma synthetisiert und müssen anschließend zur Synapse transportiert werden. Ebenso müssen 

Proteine und Botenstoffe, wie Neurotrophine, von den Synapsen zurück in den Zellkörper 

gebracht werden. Neurotrophine binden in der Präsynapse an Neurotrophinrezeptoren und 

werden daraufhin als Signalkomplexe zurück in das Soma transportiert, um Veränderungen in 

der Genexpression zu bewirken (Maday, 2014).  

Der Transport vom Soma hin zu den Synapsen, in anterograder Richtung, wird von 

Motorproteinen der Kinesin-Familie übernommen, Cargos in retrograder Richtung, von den 

Synapsen zurück in den Zellkörper, 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-Moleküle 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 Aktivität 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 könnten sie einen Einfluss auf die Regulation des 

axonalen Transports haben, indem sie die Interaktion der Motorproteine mit den Mikrotubuli 

verändern (Vershinin, 2007; Dixit, 2008). 

Die Zusammensetzung des Komplexes aus Motorproteinen, Adapter-und Gerüstproteinen, 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 ausschließlich in eine Richtung erfolgt. Stöchometrischen 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 vielfältig, dass angenommen wird, dass die Regulation des 

Transports auf Ebene der zu transportierenden Organellen stattfindet, und nicht auf Ebene der 

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

Viele zusätzliche Mechanismen regulieren die Aktivität der Motorproteine, um die spezifischen 

Cargos zu transportieren, wobei Gerüstproteine eine Schlüsselrolle 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).  

 

 

 

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) gehören, an der Regulation 

des Transports beteiligt sind (Pandey and Smith, 2011; Fu and Holzbaur, 2013; Morfini, 2013). 

Trotz der vielfältigen 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 großes Cargo über 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 Gerüstproteinen (Maday, 2014). Die 

molekularen Mechanismen, durch die eine begrenzte Menge an Motorproteinen die Vielzahl 

der zu transportierenden Cargos bewältigt, sind noch nicht vollständig aufgeklärt. Mutationen 

in den Motorkomplexen des axonalen Transports sind verantwortlich für viele 

neurodegenerative Erkrankungen und neuronale Entwicklungsstörungen (Goldstein, 2003).  

 

1.8 Motorproteine 

Die Proteine der Kinesin-Superfamilie sind nach Ähnlichkeiten in der Struktur und Funktion 

unterteilt. Zu den Familien Kinesin-1, Kinesin-2 oder Kinesin-3 gehören 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 

Motordomäne wird die Motorfunktion blockiert. Erst durch die Bindung von spezifischen 

Bindungspartnern wie beispielsweise den Gerüstproteinen JIP1 und JIP3 wird die 

Autoinhibition gelöst. Die präzise Regulation der Aktivität von Kinesin-1 durch Gerüstproteine 

ermöglicht 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, β-Catenin, Cholin-Acetyltransferase in 

anterograder Richtung und sind mit Rab7-positiven späten Endosom-Lysosom-

Kompartimenten assoziiert (Scholey, 2013; Takeda, 2000). Synaptische Vesikel-Vorläufer 

(SVP) und Vesikel mit dichtem Kern (DCV) werden von Kinesin-3-Motoren bewegt (Okada, 

1995; Lo, 2011).  

Das Motorprotein Dynein ist für den Transport in retrograder Richtung verantwortlich. Der 

Motorkomplex wird aus einem Dimer aus schweren Kette des Dyneins (DHC) gebildet, an 

dessen Schwanz intermediäre, intermediär-leichte und leichte Ketten assoziieren, um eine 

Bindedomäne des Cargos zu bilden (Abb. 1.4). Die DHC von Dynein, die Motordomäne, wird 
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nur von einen Gen kodiert, wobei die intermediären und intermediär-leichten Ketten von 

mehreren Genen kodiert werden. Die unterschiedlichen Isoformen können entweder 

gemeinsam oder alternativ zum Motorkomplex assembliert werden, wodurch eine Diversität im 

Dynein-Motorkomplex entsteht. Diese Diversität könnte zur Organell-spezifischen 

Rekrutierung oder Regulation dienen. Des Weiteren bietet der Motorkomplex Bindestellen für 

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 intermediäre Kette 

des Dyneins, aber auch an die Mikrotubuli über eine CAP-Gly-Domäne bindet (cytoskeleton-

associated protein-Glycin-rich domain), wodurch die Assoziation des Motorkomplexes mit den 

Mikrotubuli verstärkt und so der Transport initiiert wird (Karki, 1995Schroer, 2004; Lloyd, 

2012; Moughamian, 2012). Für den axonalen Transport ist auch die Regulation des Dynein-

Motorkomplexes essentiell, der Mechanismus ist noch nicht ganz geklärt. Wichtig für die 

Regulation des Transports ist die direkte Bindung von Dynein an Lis1 (lissencephaly-1), das 

einen Komplex mit Nde1 (nude1) bildet. Diese Interaktion führt zur stärkeren Bindung von 

Dynein an die Mikrotubuli (Huang, 2012; Shao, 2013). Des Weiteren dienen die Cyclin-

abhängigen Kinasen Cdk-5 und Pct-1 (Pctaire-kinase-1) als Negativregulator des Dynein-

Motorkomplexes (Ou, 2010; Goodwin, 2012). 

 

1.9 Transport von präsynaptischem Material 

Präsynaptische Proteine, einschließlich Neurotransmitter und Neurotrophine werden im 

Zellkörper gebildet und anschließend zur Synapse transportiert. Neurotransmitter und Proteine 

der präsynaptischen Vesikel werden in synaptischen Vesikelvorläufern (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 Zellkörper entlang dem Axon transportiert, um an 

speziellen Stellen der naszierenden Synapse zu fusionieren (Hall and Hedgecock, 1991; Okada, 

1995; Zhai, 2001; Lo, 2011). Präsynaptisches 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 für den Transport von Proteinen der Aktiven Zonen gefunden, die den PTVs 

entsprechen könnten (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 Aplip1 (APP-like protein interacting protein 1) bindet, das auch für den 

Transport der SVPs benötigt wird. Die Bindung zwischen RBP und Aplip1 ist essentiell für den 

präzisen Transport von CAZ-Proteinen, um die Interaktionen der vorassemblierten 

Gerüstproteine 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 könnten 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 dafür, dass die BRP-Moleküle 

während 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 Präsynapse wichtig für die 

Synapsenbildung an der richtigen Stelle ist. SVPs werden nicht direkt zur Synapse transportiert, 

sie werden durch das ganze Neuron befördert, in Dendriten und auch in distale Bereiche des 

Axons, ohne die Präsynapse zu erreichen (Herzog, 2011). Für 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-α und DENN/MAD (differentially expressed in normal and neoplastic cells/MAP 

kinase activating death domain) dienen als Adapterproteine und verbinden KIF1A mit den 

SVPs, wobei Liprin-α außer KIF1A auch Gerüstproteine bindet. Auch DENN/MAD bindet 

direkt an KIF1A, dient aber zudem als GDP-GTP-Austauschfaktor von Rab3 und könnte ein 

Mechanismus zur Regulation der Rekrutierung der Motorproteine darstellen. Entlang der 

Axone können sich Minisynapsen bilden, die sowohl Aktive Zonen als auch synaptische 

Vesikel enthalten. Um die Aggregation zwischen SVPs und den Minisynapsen zu verhindern, 

fördert ARL-8 (arf-like small GTPase-8), das in den SVPs lokalisiert ist, die Dissoziation (Shin, 

2003; Miller, 2005; Niwa, 2008).  

DCVs können nur im Zellkörper beladen werden, weswegen sie permanent an die Synapse 

geliefert werden müssen. Sie werden aber nicht vom Zellkörper 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. Zunächst muss die Bewegungsrichtung 

ähnlicher Cargos genau reguliert werden. Außerdem muss das Einfangen der Vesikel an der 

Synapse ineffizient sein, um dort eine übermäßige Verdichtung zu vermeiden (Wong, 2012). 

Der Transport von DCVs ist auch von Unc-104 und Imac abhängig, wahrscheinlich wird der 

DCV-Transport durch einen dem SVP-Transport ähnlichen Mechanismus reguliert. Der Unc-

104-abhängigeTransport in den Axonen wird von Cdk5 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 Zellkörper gedeckt 

werden kann. Deshalb werden Mitochondrien, die für die ATP-Produktion und das Puffern der 

lokalen Ca2+-Konzentration verantwortlich sind, aktiv zu den Stellen im Neuron mit hohem 

Bedarf transportiert. Durch die synaptische Aktivität entsteht lokal eine erhöhte Ca2+-

Konzentration, wodurch die Bewegung der Mitochondrien an dieser Stelle gestoppt wird. Somit 

wird der axonale Transport von Mitochondrien hauptsächlich über die synaptische Aktivität 

reguliert (Li, 2004; Wang, 2009; Maday, 2014). Miro (mitochondrial Rho GTPase), bestehend 

aus zwei GTPase und zwei Ca2+-bindenden Domänen, dient als Ca2+-Sensor, um den 

aktivitätsabhängigen 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 über Miro an die 

Motorproteine bindet. Durch die Bindung von Ca2+ an Miro an der Synapse wird der Transport 

des Mitochondriums gestoppt, wobei der Mechanismus noch ungeklärt ist (Abb. 1.5) (Fransson, 

2003; Fransson, 2006; MacAskill, 2009; Russo, 2009). Myosin ist mit den Aktin-Filamenten 

des Cytoskeletts verbunden und stört die Bewegung der Mitochondrien entlang der 

Mikrotubuli, und könnte so einen Mechanismus darstellen, um das Andocken der 

Mitochondrien zu erleichtern. Myosin könnte zudem für den lokalen Transport über kurze 

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

Ausschließlich im Axon ist in stationären Mitochondrien Syntaphilin angereichert, dessen 

Bindung an Kinesin-1 und Mikrotubuli durch Ca2+ vermittelt wird. Durch das Binden von KIF5 

vermittelt Syntaphilin die aktivitätsabhängige 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 Transmissonsstärke. Somit 

sorgt eine stabile Position der Mitochondrien in den Boutons für die Aufrechterhaltung der 

steten Neurotransmitterfreisetzung (Su, 2013).  

 

 

 

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 intrazellulären 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, daraufhin wurden homologe Proteine in Maus, 

Huhn, Ratte und Caenorhabditis elegans durch die Klonierung der cDNAs entdeckt. Später 
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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 

für 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 Säugern sind vier Isoformen von RSK (RSK1-4) bekannt, die zu 73-80 % homolog zu 

einander sind und sich hauptsächlich in den C-und N-terminalen Sequenzen unterscheiden. 

Außer RSK4 werden alle RSKs ubiquitär 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 hauptsächlich 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 

hauptsächlich an der Plasmamembran aktiviert und transloziert daraufhin 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 

Kinasedomänen aus, die N- und C-terminale Kinasedomäne (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, gehört die RSK-Familie zwei unterschiedlichen Familien der 

Proteinkinasen an. Die CTDK gehört zur CAMK-Familie (Ca2+/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 Kinasedomäne 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 gehören (Roux, 2004). Des Weiteren enthaltenen RSKs eine C-

terminale Bindestelle für ERK (extracellular-signal regulated kinase), wodurch die spezifische 

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

Die CTDK erhält 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 verfügen über mehrere konservierte Phosphorylierungstellen, die für 

die subsequentielle Aktivierung verantwortlich sind. Folgende Phosphorylierungstellen sind für 

die vollständige Aktivierung des humanen RSK1 bedeutend: S221, T359, S363, S380 und T573, 

welche den Phosphorylierungsstellen S357, S494, S498, S515 und T732 von Drosophila RSK 

entsprechen (Abb. 1.6) (Dalby, 1998; Tangredi, 2012). Nachdem aktives ERK an die ERK-

Bindestelle von RSK gebunden hat, phosphoryliert ERK T573 in der Aktivierungsschleife der 

CTDK (Smith, 1999; Sutherland, 1993). Des Weiteren phosphoryliert ERK auch T359 und S363 

in der Linker-Region (Dalby, 1998). Der CTDK-Aktivierung folgt die Autophosphorylierung 

von S380 in der Linker-Region, wodurch eine Bindestelle für PDK1 (pyruvate dehydrogenase 

kinase 1) geschaffen wird (Vik, 1997; Frödin, 2000). Nach der Bindung an RSK phosphoryliert 

PDK1 S221 in der Aktivierungsschleife der NTDK (Jensen, 1999; Richards, 1999). Nachdem 

PDK1 von RSK dissoziiert, ist RSK vollständig aktiviert. Die folgende Autophosphorylierung 

von S737 am C-Terminus durch NTDK ermöglicht die Dissoziation von ERK und RSK 

(Abb. 1.6).  

Interessanter weise ist die Kinase-Aktivität der NTKD für innere Uhr nicht essentiell. Zur 

Bildung der wildtypischen zirkadianen Rhythmik sind die CTKD-Aktivität und die ERK-

Bindestelle von Bedeutung. Entscheidend für die Regulation der zirkadianen Periodik in 

Drosophila ist die Phosphorylierung von RSK an den Phosphorylierungsstellen S515 und T732 

durch ERK, wodurch die CTDK aktiviert und die Bindestelle PDK1gebildet wird (Tangredi, 

2012). 
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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 

extrazelluläre Signale an intrazelluläre Proteine übermittelt werden, um wichtige zelluläre 

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), MEK1 und MEK2, durch 

Phosphorylierung aktivieren. Daraufhin werden die MAP-Kinasen (MAPK), ERK1 und ERK2, 

phosphoryliert und aktiviert (Abb. 1.7). Die Aktivierung von ERK führt zur Phosphorylierung 

unterschiedlicher Substrate. ERK1/2 liegen in der inaktiven Form hauptsächlich im Cytosol 

vor, da sie durch die Interaktion verschiedener Proteine, die als cytoplasmatische Verankerung 

dienen, dort bis zur Aktivierung zurückgehalten werden. (Rubinfeld, 2005; Kim, 2010; Romeo, 

2012). Neben der durch Wachstumshormone vermittelten Stimulation können auch viele 

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

(cyclic adenosine-monophosphate) (Frödin, 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 während der Flügel- 

und Augenentwicklung von Drosophila nachgewiesen werden. RSK reguliert ERK-abhängige 

Entwicklungsprozesse in einer Kinase-unabhängigen 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 Plastizität sowie der 

Gedächtnisbildung beteiligt. Als Antwort auf die synaptische Aktivität wird der MAPK-

Signalweg durch den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration und durch einen Anstieg 

des intrazellulären cAMP aktiviert (Fiore, 1993; Thomas, 2004). In RSK2-Nullmutanten wurde 

sowohl eine gesteigerte und verlängerte Aktivität 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 zellulärer Prozesse durch RSK 

Nach der Aktivierung transloziert ein Teil des RSKs in den Nukleus. Durch die unterschiedliche 

Lokalisierung kann RSK Substrate in verschiedenen subzellulären Kompartimenten 

phosphorylieren und damit einen Einfluss auf die Regulation diverser zellulärer Prozesse, wie 

den Zellzyklus, die Proliferation, das Zellwachstum und das Überleben der Zellen ausüben 

(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).  
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Des Weiteren kann RSK auch Histon H3 oder den Transkription-Initiationsfaktor TIF-1A 

phosphorylieren, der für die Transkription der RNA-Polymerase I und somit für die Synthese 

der rRNA benötigt wird (Anjum, 2008). Durch Phosphorylierung und somit Inaktivierung des 

mitochondrialen, apoptotischen Proteins BAD und auch durch Phosphorylierung und 

Aktivierung von CREB, fördert RSK das Überleben der Zelle (Bonni, 1999). Durch 

Phosphorylierung und Inhibition von GSK3β (glykogen synthase kinase 3β) übt 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) p27kip1 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 geklärt werden 

(Romeo, 2012). 

 

1.16 Neuronale Funktionen von RSK 

Wie zuvor erwähnt, sind die RSK-Isoformen in verschiedenen Regionen des ZNS 

unterschiedlich stark exprimiert, wobei die Expression von RSK2 in Regionen mit starker 

synaptischer Aktivität 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 

Plastizität und der Gedächtnisbildung 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 räumliche Lernen sowie das räumliche Langzeitgedächtnis hat. Demnach ist die 

Koordination in RSK2-Knockout-Mäusen beeinträchtigt. Des Weiteren wirkt RSK2 einen 

Einfluss auf das Wachstum der Axone von Motoneuronen in Mäusen 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 Mäusen erhöht (Pereira, 

2010). Im Hippocampus hingegen sorgt der Verlust von RSK2 für 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 verändert 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 Mäusen konnte die 

Hyperaktivierung von ERK nachgewiesen werden (Fischer, 2009a). RSK dient auch in 

Drosophila als Inhibitor von ERK-abhängigen 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, räumlichen und operanten Lernen und der Bildung des Gedächtnisses in der 

räumlichen Orientierung beteiligt ist (Putz, 2004; Neuser, 2008). RSK ist zudem an der 

negativen Regulation der Boutonbildung an der neuromuskulären Synapse von Motoneuronen 

beteiligt (Fischer, 2009b). Darüber hinaus übt RSK in den Uhrneuronen von Drosophila eine 

bisher unbekannte Funktion als Modulator der inneren Uhr aus, der für eine normale zirkadiane 

Rhythmik benötigt wird. Die Bindung von ERK an RSK und die folgende Phosphorylierung 

von RSK sind essentiell für eine normale zirkadiane Rhythmik. Die Untersuchungen zeigten, 

dass die Aktivität der C-terminalen Kinasedomäne nicht nur zur Autophosphorylierung von 

RSK dient, sondern auch für 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 unabhängig davon von Lowry 1971 beschrieben (Coffin, 1966; Lowry, 1971). 

In CLS-Patienten wurden bisher 140 inaktivierende Mutationen entdeckt, die über 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 Fähigkeiten der Mehrheit der männlichen CLS-Patienten sind stark 

beeinträchtigt, der IQ liegt zwischen 15 und 60 und ist in schweren Fällen mit eingeschränkten 

sprachlichen Fähigkeiten verbunden. Auch die Entwicklung des Bewegungsapparates ist 

verzögert und äußert sich im Säuglingsalter 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 

Störungen im Bewegungsapparat, das Coffin-Lowry Syndrom (CLS). Auch in Mäusen und 

Drosophila wurde nachgewiesen, dass RSK eine wichtige Funktion in Lern- und 

Gedächtnisprozessen übernimmt und zudem einen Einfluss auf die Struktur der Synapsen 

ausübt. Darüber hinaus konnte in Drosophila gezeigt werden, dass RSK den zirkadianen 

Rhythmus und die Augen- und Flügelentwicklung beeinflusst. In der Augen- und 

Flügelentwicklung 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. 

Hierfür wurde zunächst bestimmt, ob aktiviertes ERK und RSK in den Zellkörpern und den 

Synapsen der Motoneurone kolokalisieren. Weiter sollte untersucht werden, ob sich der Verlust 

von RSK auf die subzelluläre Lokalisation von aktivem ERK auswirkt. Außerdem wurde mit 

Hilfe von immunhistochemischen und elektrophysiologischen Untersuchungen der Einfluss 

von RSK auf die Struktur und Funktion der neuromuskulären Synapsen analysiert. Durch 

Untersuchungen der genetischen Interaktion von erk und rsk sollte geklärt werden, ob die 

Veränderungen in der Struktur der neuromuskulären 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 präsynaptischer 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 Immunfärbungen Vector Labratories 

 

2.1.3 Kits 

Kit Hersteller 
Plasmid Mini-Prep Qiagen 
Plasmid Midi-Prep Qiagen 
Plasmid Maxi-Prep Qiagen 

 

2.1.4 Geräte 

Gerät 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 
CorelDRAW 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 Lösungen und Puffer 

2xYT-Medium pH 7,0 (1 l)  

16 g   Bactotrypton 

10 g   Bacto Hefeextrakt 

5 g   Natriumchlorid 

 

TBE-Puffer pH 8,0 

0,89 mM  Tris pH 8,0 

0,89 mM  Borsäure 

2 mM   EDTA 

 

4 x SDS-PAGE Probenpuffer (Laemmli, 1970) 

70 mM   Tris pH 6,8 

2,5 mM  EDTA 

3% (w/V)  SDS 

40% (V/V)  Glycerin 

5% (V/V)  β-Mercaptoethanol 

0,05% (w/V)  Bromphenolblau 
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SDS-PAGE Laufpuffer 

25 mM   Tris 

200 mM  Glycin 

0,1% (w/V)  SDS 

 

SDS-PAGE Sammelgel 

0,5 M   Tris pH 6,8 

0,4% (w/V)  SDS 

 

SDS-PAGE Trenngel 

1,5 M   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 (Na2HPO4*2H2O) 

1,8 mM  Monokaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 
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1 x PBT pH 7,4 

137 mM  Natriumchlorid 

2,7 mM  Kaliumchlorid 

8,1 mM  Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4*2H2O) 

1,8 mM  Monokaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 

0,05% (V/V)  TritonX-100 

 

HL3 Medium pH 7,2 (hemolymph-like saline solution) 

70 mM   Natriumchlorid 

5 mM   Kaliumchlorid 

20 mM   Magnesiumchlorid 

10 mM   Natriumhydrogencarbonat 

5 mM   D-(+)-Trehalose 

115 mM  Sucrose 

5 mM   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 Antikörper 

Primäre Antikörper 

Antigen Wirtstier Klon-Nr. Kat.-Nr. Herkunft Verdünnung Anwendung 
BRP Maus nc82  E. Buchner, 

Universität 
Würzburg 

 1:100 
in 5% NGS 

IF 

CSP Maus ab49  E. Buchner, 
Universität 
Würzburg 

 1:100  
in 5% NGS 

IF 

GluRIID Kaninchen   S. Sigrist, FU 
Berlin 

 1:1000  
in 5% NGS 

IF 

HRP-Cy5 Ziege  123-175-
021 

Dianova  1:250  
in 5% NGS 

IF 

GFP Huhn  AB16901 Merck Millipore  1:1000  
in 5% NGS 

IF 

Lamin Dm0 Maus ADL67.10  Developmental 
Studies 
Hybridoma 
Bank 

 1:10  
in 5% NGS 

IF 

Lamin Dm0 Maus ADL195  Developmental 
Studies 
Hybridoma 
Bank 

 1:10  
in 5% NGS 

IF 

Phospho-p44/42 
(ERK1/2, 
Thr202/Tyr204) 

Kaninchen 
monoklonal 

D13.14 4370 Cell Signaling  1:200  
in 5% NGS 

IF 

Phospho-p44/42 
(ERK1/2, 
Thr202/Tyr204) 

Kaninchen 
monoklonal 

D13.14 4370 Cell Signaling  1:2000  
in 5% BSA 

WB 

p44/42 (ERK1/2) Kaninchen 
monoklonal 

37F5 4695 Cell Signaling  1:1000  
in 5% 
Milchpulver 

WB 

S6KII (RSK)  Kaninchen 
monoklonal 

2596  T. Raabe, 
Universität 
Würzburg 

 1:500  
in 1,5% BSA 
+2,5% 
Milchpulver 

WB 

α-Tubulin  Maus DM1a T9026 Sigma-Aldrich  1:10000  
in 5% 
Milchpulver 

WB 
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Sekundäre Antikörper 

Spezifität Konjugat Spezies Kat.-Nr. Herkunft Verdünnung Anwendung 
Huhn DyLight488 Ziege 103-485-

155 
Dianova  1:200 IF 

Maus Alexa488 Ziege A-11001 Molecular 
Probes 

 1:200 IF 

Kaninchen Alexa488 Ziege A-11034 Molecular 
Probes 

 1:200 IF 

Kaninchen Cy3 Ziege 111-165-
144 

Dianova  1:200 IF 

Maus Cy5 Esel 715-175-
151 

Dianova  1:100 IF 

Kaninchen Cy5 Ziege 111-175-
144 

Dianova  1:100 IF 

Maus HRP Schaf NA931 GE Healthcare  1:10000 WB 
Kaninchen HRP Esel NA9340V GE Healthcare  1:10000 WB 

 

2.1.9 Fliegenlinien 

Genotyp Herkunft 
w1118 T. Raabe, Universität Würzburg, Deutschland 
rskΔ58/1 M. Heisenberg Universität Würzburg, Deutschland  

(Putz, 2004) 
rskD1 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 
rskΔ58/1; Dp(1;3) DC389, 
PBac{DC389}VK00033 

hergestellt für diese Arbeit 

rskΔ58/1; Dp(1;3) DC390, 
PBac{DC390}VK00033 

hergestellt für diese Arbeit 

rskΔ58/1; PBac{8-5M}VK00033 hergestellt für diese Arbeit 

rskD1; PBac{8-5M}VK00033 hergestellt für diese Arbeit 
rl1 T. Raabe, Universität Würzburg, Deutschland  

(Briggs ,1994) 
l(1) phlC110; rlSem/+ T. Raabe, Universität Würzburg, Deutschland  

(Brunner, 1994) 
rskΔ58/1; rlSem/+ hergestellt für diese Arbeit 
rskΔ58/1; rl1/rl1 hergestellt für diese Arbeit 
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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) durchgeführt. 

 

2.2.1 Herstellung transgener Fliegen 

Die genomische BAC-Sammlung (CHORI-Genbank) stellt eine Auswahl genomischer 

Fragmente des X-Chromosoms von 20 kb Länge, die in einen attB-P[acman]-CmR-BW-Vektor 

kloniert sind, zur Verfügung (Venken, 2009). Für die Rettungsexperimente wurde aus dieser 

BAC-Sammlung der Klon CH322-75N12 ausgewählt, der den Genlocus von rsk komplett 

enthält. Mit den vektorspezifischen Primern PAC-BW-F und PAC-BW-R wurde der 

ausgewählte Klon in beide Richtungen teilweise sequenziert, um die genauen Endpunkte des 

Fragments zu bestimmen und somit zu kontrollieren, ob das rsk-Gen vollständig enthalten ist. 

Der Klon wurde an der attP-Stelle, die sich an Position 65B2 auf dem dritten Chromosom 

Genotyp Herkunft 
DMef2-Gal4 C. Förster, Universität Würzburg, Deutschland  

(Ranganayakulu, 1998) 
D42-Gal4 T. Raabe, Universität Würzburg, Deutschland  

(Yeh, 1995) 
OK6-Gal4 T. Raabe, Universität Würzburg, Deutschland  

(Aberle, 2002) 
UAS-mCD8::GFP T. Raabe, Universität Würzburg, Deutschland  

(Lee, 1999) 
UAS-GFP::RSK-tg58h hergestellt von T. Raabe  
UAS-Mito::GFP T. Raabe, Universität Würzburg, Deutschland  

(Pilling, 2006) 
OK6-Gal4, UAS-Mito::GFP/Cyo S. Sigrist FU Berlin, Deutschland 
rskΔ58/1; OK6-Gal4, UAS-Mito::GFP/Cyo hergestellt für diese Arbeit 
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befindet, über eine ΦC31-vermittlete Integration in die Linie y1, w1118; 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 für 

Rettungsexperimente anschließend mit rskΔ58/1 gekreuzt (rskΔ58/1; P[8-5M]-2;            

rskΔ58/1; P[8-5M]-4; rskΔ58/1; P[8-5M]-5). Das Expressionslevel von RSK der Linie rskΔ58/1;  

P[8-5M]-5 war der endogenen RSK-Menge ähnlich, weshalb die Rettungsexperimente mit 

dieser Linie durchgeführt wurden. 

  

2.2.2 Herstellung von Lysaten der Ventralganglien 

Zunächst wurden 50 Gehirne aus Larven im späten dritten Larvenstadium in kalter 

Fixierungslösung (4% PFA in PBS) auf Eis präpariert und für insgesamt 10 min fixiert. Die 

Präparation wurde direkt in Fixierungslösung durchgeführt, um eventuelle Dephosphorylierung 

zu minimieren. Anschließend wurden die Gehirne dreimal für 20 min in PBS bei 

Raumtemperatur gewaschen. Anschließend wurden die beiden Hemisphären entfernt und die 

Ventralganglien in 100 µl 2 x Probenpuffer (Laemmli, 1970) überführt. Die Ventralganglien 

wurden mit einem Mikropistill homogenisiert, die Zellen durch eine dreimalige Behandlung 

mit Ultraschall für 30 s aufgeschlossen und die Proteine lysiert. Danach wurden die Lysate für 

10 min bei 96°C erhitzt und anschließend mit 12 000 rpm für 10 min bei Raumtemperatur 

zentrifugiert, um Zellrückstände zu entfernen.  

 

2.2.3 Herstellung von Lysaten aus adulten Köpfen 

Zur Extraktion der Proteine aus Köpfen adulter Fliegen wurden 20 Köpfe direkt in 40 µl 

2 x Probenpuffer (Laemmli, 1970) mit einem Mikropistill homogenisiert. Danach wurden die 

Zellen durch eine dreimalige Behandlung mit Ultraschall für 30 s aufgeschlossen und die 

Proteine durch Schütteln (900 rpm, 15 min) bei Raumtemperatur extrahiert. Anschließend 

wurde das Lysat für 10 min bei 96°C erhitzt und mit 12 000 rpm für 10 min bei 

Raumtemperatur zentrifugiert, um Chitin- und Zellrückstände 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-Lösung durchgeführt, wobei die Proteine zunächst 

im 4,5%igen Sammelgel bei 50 V fokussiert und anschließend im Trenngel bei 120 V bis 180 V 

aufgetrennt wurden, bis der Größenbereich zwischen 30 kDa und 100 kDa optimal separiert 

war. Danach wurden die Proteine mit einem Semidry-Blotting-System (Biorad) bei 25 V 

innerhalb 90 min auf eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schüll, 0,2 µm) transferiert. 

Anschließend wurde die Membran in einer Blockierungslösung, die vom verwendeten primären 

Antikörper abhängig ist, für 60 min bei Raumtemperatur geschüttelt und dann über Nacht bei 

4°C in dem primären Antikörper, der mit der jeweiligen Blockierungslösung verdünnt wurde, 

inkubiert. Bei Verwendung des Antikörpers, der gegen pERK gerichtet ist, wurde die Membran 

für zwei Tage bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST wurde die Membran mit 

dem entsprechenden HRP-gekoppelten sekundären Antikörper, der mit TBST verdünnt war, 

für 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend dreimal gewaschen. Zur Detektion 

der gebundenen Antikörper 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 µl des Lysats aus Fliegenköpfen 

aufgetragen. Zur Quantifizierung der Menge an ERK und phosphoryliertem ERK wurden je 

50 µl Lysat aus Ventralganglien untersucht. 

 

2.2.5 Immunfluoreszenzfärbungen 

Larven im späten, dritten Larvenstadium wurden in HL3-Medium (Brent, 2009) präpariert. Für 

den Nachweis von phosphoryliertem ERK wurde die Präparation direkt in kalter 

Fixierungslösung auf Eis durchgeführt und insgesamt für 15 min auf Eis fixiert, um eine 

mögliche Dephosphorylierung während der Präparation zu minimieren. Abhängig vom 

jeweiligen Experiment wurden entweder nur Hautmuskelschläuche oder Hautmuskelschläuche 

inklusive Gehirn präpariert. Zur Bestimmung der Akkumulationen in den Axonen wurden 

Hautmuskelschläuche mit Gehirn und Axonen so präpariert, dass die Axone möglichst 

unverletzt blieben. Die Präparate wurden für 15 min bei Raumtemperatur fixiert (4% (w/V) 
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PFA in PBS), anschließend fünf Mal gespült und danach dreimal in PBT (PBS + 0,05% (V/V) 

Triton X-100) für 20 min bei Raumtemperatur gewaschen. Danach wurden die Präparate für 

mindestens 30 min in 5% (w/V) NGS(normal goat serum) in PBT blockiert. Die Präparate 

wurden daraufhin über Nacht bei 4°C mit den primären Antikörpern, die in Blockierungslösung 

verdünnt wurden, inkubiert. Nach fünfmaligem Spülen und dreimaligem Waschen für 20 min 

mit PBT wurden die Präparate mit den Fluoreszenz-gekoppelten sekundären Antikörpern, die 

in PBT verdünnt waren, für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die 

Präparate abermals fünf Mal mit PBT gespült und drei Mal für 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 Präparate bei -20°C 

gelagert. Um Variationen innerhalb eines Experimentes zu verhindern, wurden alle Präparate 

der zu vergleichenden Genotypen simultan gefärbt. Die Präparate wurden an einem inversen 

konfokalen Mikroskop aufgenommen. Hierfür standen ein Leica TCS SP5 oder das Olympus 

Fluoview 1000 IX 81 zur Verfügung. Die Aufnahmen der neuromuskulären Synapsen wurde 

mit einem 60x-NA 1,35-Öl-Objektiv und einer 1,5-fachen Vergrößerung, die der 

Ventralganglien und der Axone wurden mit einem 60x-NA 1,35-Öl-Objektiv und einer 3,0-

fachen Vergrößerung durchgeführt. Alle Aufnahmen wurden mit einer Auflösung von 

1024x1024 Pixel und einer Geschwindigkeit von 4,0 Pixeln/ µs bzw. 100 Hz durchgeführt. Alle 

Aufnahmen wurden mit Image J 1.48 bearbeitet und analysiert. 

Die Aufnahmen und Messungen der Parameter der neuromuskulären Synapse wurden wie 

zuvor beschrieben (Viquez, 2006; Andlauer and Sigrist, 2012a), an den Muskel 6/7 im 

Abdominalsegment A2 oder A3 durchgeführt. Alle Genotypen innerhalb eines Experiments 

wurden mit denselben Mikroskop-Einstellungen aufgenommen, so dass eine Sättigung des 

Signals vermieden wurde. Die quantitative Analyse wurde wie beschrieben durchgeführt 

(Andlauer and Sigrist, 2012b). Zur quantitativen Analyse wurden innerhalb eines Experiments 

dieselben Schwellenwerte für alle Genotypen verwendet. 

Zur Quantifizierung der BRP- und CSP-Aggregate wurden die Axone über die ganze Länge 

vom Ventralganglion bis hin zu den Axontermini im Abdominalsegment A3 mit denselben 

Mikroskop-Einstellungen für alle Genotypen aufgenommen. Die Anzahl der BRP-bzw. CSP-

Aggregate wurde auf die Fläche der Axone, die durch die HRP-Färbung bestimmt werden 

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

Für die Untersuchungen des axonalen Transports von Mitochondrien in Motoneuronen von 

intakten Larven im frühen, 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-Öl-Objektiv verwendet. Zur Untersuchung wurde ein 61,44 µm langer Bereich des 

Axons ausgewählt, der 100 µm von der Spitze des Ventralganglions entfernt war. Zunächst 

wurde dieser Bereich mit einer Laserintensität von 80% für 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 Auflösung von 512x128 Pixel und mit einer Geschwindigkeit von 

8,0 Pixel/µs aufgenommen. Die Aufnahme-Serien wurden mit Image J 1.48a bearbeitet, indem 

zunächst die Aufnahmen auf den Axonbereich begrenzt wurden. Anschließend wurde das 

Hintergrundsignal innerhalb des Axons über die Bildserie gemessen und danach von der 

gesamten Bildserie subtrahiert. Des Weiteren wurden unspezifische Strukturen entfernt, die die 

Signale überdecken könnten. Zudem wurden die Signale mit einen Gaußschen Unschärfefilter 

(1/80) bearbeitet, um die Fokusebene zu korrigieren. Die Aufnahme-Serien konnten dann in 

Matlab (R2010b) in Kymographen dargestellt werden. Die Kymographen geben Auskunft über 

die Bewegungsrichtung und Geschwindigkeit der Mitochondrien. Zur quantitativen Analyse 

wurden alle Mitochondrien, die in selber Richtung bewegt wurden, ausgezählt und als 

prozentualer Anteil der gesamten Mitochondrien, die in dieser Serie gezählt wurden, 

angegeben.  

 

2.2.7 Elektrophysiologie 

Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden in Kollaboration mit AG Kittel, Institut 

für Physiologie der Universität Würzburg von N. Ehmann durchgeführt. Die „Two-Electrode-

Voltage-Clamp“-Aufnahmen (Axoclamp 900A Verstärker, Molecular Devices) wurden am 

Muskel 6 in den Abdominalsegmenten A2 oder A3 männlicher Larven im späten dritten 

Larvenstadium aufgenommen (Ljaschenko, 2013). Die Messungen wurden bei 

Raumtemperatur in extrazellulärem HL3-Medium durchgeführt. Für die Messungen wurden 

intrazelluläre Elektroden mit Widerständen von 10-20 MΩ, die mit einer 3M KCL-Lösung 

gefüllt waren, verwendet. Die Zellen wurden während der Aufnahmen auf ein bestimmtes 
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Halte-Potential fixiert. Für die Aufnahmen der Minis wurde das Halte-Potential auf -80 mV 

festgelegt, für die Aufnahmen der exzitatorischen EPSC auf -60 mV. Um den synaptischen 

Strom zu evozieren wurde der Nerv in eine Saugelektrode (Durchmesser: 1,5 µm; gefüllt mit 

extrazellulärer Lösung) eingesaugt und über die Saugelektrode mit einem Potential von 10 V 

in Intervallen von 300 ms stimuliert (Grass S88 Stimulator und Isolationseinheit SIU5, Astro-

Med). Die gemessenen Signale wurden mit Clampfit 10.2 (Molecular Devices) analysiert. Nur 

Zellen mit einem anfänglichen Membranpotential von mindestens -50 mV und einem 

Membranwiderstand von mindestens 4 MΩ 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 anschließend für 

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 lässt sich schwer feststellen, ob die 

gefundenen Phänotypen durch das Fehlen des RSK-Gens verursacht werden oder eventuell 

durch Veränderungen des Genlocus von CG17600 zustande kommen. 

Um zu beweisen, dass die beschriebenen Defekte der neuromuskulären Synapse von 

Drosophila Larven (Fischer, 2009b), ausschließlich durch das Fehlen des RSK-Gen verursacht 

werden, wurden Fliegen aus der Stocksammlung: „Duplication Consortium X Chromosome 

Duplications“ Bloomington Drosophila Stock Center der Universität von Indiana 

(http://flystocks.bio.indiana.edu) bestellt. Diese Fliegen tragen verschiedene genomische 

Fragmente von 80 kb Länge aus der CHORI-Genombank („Children`s Hospital Research 

Institute“), die an einer definierten Stelle auf dem 3. Chromosom mittels der ΦC31-Integrase 

inseriert wurden (Bateman, 2006). Eines dieser Fragmente umschließt 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 früher beschriebene Nullmutante von RSK 

(RSKΔ58/1; 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 Antikörpern gegen RSK und α-Tubulin zur Normalisierung 

inkubiert wurden, quantitativ ausgewertet (Abb. 3.1 B). Das in dem 80 kb-Fragment enthaltene 

RSK-Gen wird im RSKΔ58/1-Hintergrund stärker exprimiert als das endogene RSK-Gen des 

Wildtyps (Abb. 3.1 B: Wildtyp: 1,00 ± 0,09; RSKΔ58/1; P[DC390]: 1,62 ± 0,07). Um zu 

untersuchen, ob der Verlust von RSK eine Auswirkung auf die strukturelle Morphologie der 

larvalen neuromuskulären Synapse hat, wurden Haut-Muskel-Schläuche männlicher Larven im 

wandernden 3. Larvenstadium präpariert, fixiert und mit Antikörpern gefärbt. Als Marker für 

die Aktiven Zonen wurde ein Antikörper 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 gefärbt waren, dienten zur Bestimmung der Gesamtzahl Aktiven Zonen der 

neuromuskulären Synapse, die die Muskeln 6 und 7 im Abdominalsegment A2 oder A3 

innerviert. Die quantitative Analyse der Struktur der neuromuskulären Synapse wird im 
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Ergebnisteil 3.5 genauer beschrieben (Abb. 3.7). Der Verlust von RSK führt zu einer 

verringerten Gesamtzahl der Aktiven Zonen einer neuromuskulären Synapse (Abb.  3.1 C: 

Wildtyp: Anzahl Aktiver Zonen: 265,4  ± 12,3; RSKΔ58/1: Anzahl Aktiver Zonen: 208,4 ± 9,4; 

p < 0,01). Durch die Expression des genomischen Rettungskonstrukts im RSKΔ58/1-Hintergrund 

(RSKΔ58/1; 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; RSKΔ58/1; P[DC390]: AZ-

Anzahl: 263,5 ± 19,7). 

Ein weiteres Fragment von 80 kb Länge (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 auszuschließen, dass der Phänotyp durch weitere Mutationen in 

Genom entstanden ist, die weder RSK noch CG17600 betreffen. Um auszuschließen, dass durch 

die Expression des DC389-Konstrukts kein RSK-Protein exprimiert wird, wurde das Transgen 

in den RSKΔ58/1-Hintergrund gekreuzt und die RSK-Proteinexpression quantifiziert 

(Abb.  3.1 B: RSKΔ58/1: 0,1 ± 0,02; RSKΔ58/1; 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: RSKΔ58/1: 208,4 ± 9,4; RSKΔ58/1; P[DC389]: 206,7 ± 8,0). 

Die verringerte Anzahl Aktiver Zonen der neuromuskulären Synapse der Muskeln 6/7 in 

Abdominalsegment A2 oder A3 von RSKΔ58/1; P[DC389] zeigt, dass der Phänotyp nicht durch 

weitere Mutationen im Genom verursacht wurde. Die verringerte Gesamtzahl Aktiver Zonen 

ist auf den Verlust des RSK- oder des CG17600-Gens zurückzuführen. 

Eine kürzere, 20 kb lange Duplikation des X-Chromosoms der CHORI-Datenbank wurde 

ausgewählt, die auch den Genlocus von RSK umschließt (8-5M; Klonnummer: CH322-75N12). 

Dieses Fragment dient zur Verifizierung, ob die beobachteten Phänotypen dem Verlust von RSK  

zuzuschreiben sind. Das Fragment wurde in einen P[acman]-Vektor kloniert (Venken, 2009), 

um dann mittels ΦC31-Integrase an derselben Stelle auf dem 3. Chromosom inseriert zu werden 

wie in DC389 und DC390. Drei unabhängige Insertionen wurden anschließend in den RSKΔ58/1-

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: RSKΔ58/1; P[8-5M]-2: 

1,53 ± 0,02; RSKΔ58/1; P[8-5M]-4: 0,75 ± 0,06; RSKΔ58/1; P[8-5M]-5: 0,80 ± 0,03). Für die 

Rettungsversuche wurde die Linie 8-5M-5 ausgewählt, da die Menge an gebildetem RSK-

Protein fast der Menge an endogenem RSK im Wildtyp entspricht.  



  Ergebnisse  
 

39 
 

 

 

Die Anzahl der Aktiven Zonen ist im Vergleich zu RSKΔ58/1 signifikant erhöht und entspricht 

der Anzahl Aktiver Zonen wildypischer Larven (Abb. 3.1 C; Anzahl Aktiver Zonen: RSKΔ58/1: 

208,4 ± 9,4; RSKΔ58/1; 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 

enthält, kann die verringerte Anzahl der Aktiven Zonen der neuromuskulären Synapse gerettet 

werden. Durch dieses Fragment wird der Genbereich von RSK nicht aber von CG17600 

vollständig abgedeckt, weshalb die verringerte Anzahl Aktiver Zonen auf den Verlust von RSK 

zurückzuführen ist. Alle weiteren Rettungsexperimente wurden mit dieser Linie durchgeführt, 

RSKΔ58/1; P[8-5M], die bis auf weiteres als RSKΔ58/1; 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 zunächst die subzelluläre Lokalisierung von RSK in den 

Motoneuronen von Drosophila Larven bestimmt. Endogenes RSK konnte nicht 

immunhistochemisch gefärbt werden mit einem RSK-spezifischen Antiserum (S6KII-96), 

womöglich ist die endogene Proteinmenge von RSK zu gering. Um RSK in den Motoneuronen 

detektieren zu können, wurde ein GFP-markiertes cDNA-Konstrukt von RSK (UAS-

RSK::GFP) in den Motoneuronen überexprimiert. Hierfür wurden transgene Fliegen, die ein 

UAS-RSK::GFP-Konstrukt tragen, mit Fliegen, die den Motoneuron-spezifischen Treiber D42-

Gal4 tragen, gekreuzt. Männliche Nachkommen im wandernden dritten Larvenstadium (L3), 

die RSK::GFP exprimierten, wurden ausgewählt, um den Hautmuskelschlauch zu präparieren 

und das überexprimierte RSK::GFP mittels eines Antikörpers gegen GFP in den 

neuromuskulären Synapsen detektiert (Abb. 3.2 A). Die Aktiven Zonen der Präsynapse wurden 

mit einem Antikörper gegen BRP gefärbt. Um die Postsynapse zu visualisieren, wurden die 

Glutamatrezeptoren des Typs II mit einem Antikörper gegen die gemeinsame Untereinheit D 

gefärbt (GluRIID). Das GFP-Signal konnte in der neuromuskulären Synapse der Muskeln 6/7 

im Abdominalsegment A2 nachgewiesen werden. 

Genauer befindet sich das überexprimierte RSK::GFP innerhalb der neuromuskulären 

Endknöpfchen, den Boutons. Die Lokalisierung von RSK::GFP ist aber nicht auf die Aktiven 

Zonen beschränkt (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-Präparate männlicher L3-Larven wurden wie 

oben beschrieben mit Antikörpern gegen GFP, BRP und GluRIID gefärbt. RSK::GFP wird im 

gesamten Muskel exprimiert, verstärkt in perinukleären Regionen (Abb. 3.2 B). Eine 

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

der neuromuskulären Synapse angereichert. 

 

 

 

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 Aktivität von RSK stark mit der ERK-Aktivität (Sturgill, 1988; Chung, 1991). In 

jüngeren Studien wurde RSK als direkter Interaktionspartner von ERK identifiziert (Kim, 2006, 

Fischer ,2009b). Die Bindung zwischen RSK und ERK, nicht aber die Kinaseaktivität von RSK 

ist essenziell für die Funktion von RSK in der Entwicklung der Augen und Flügel von 

Drosophila (Kim, 2006). Durch genetische Untersuchungen wurde festgestellt, dass RSK in der 

Augen- und Flügelentwicklung als zytoplasmatischer Anker von ERK dient, um die 

Translokation von ERK in den Nukleus und somit die ERK-abhängige Transkription zu 

regulieren (Kim, 2006).  
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Biochemische Untersuchungen in Vertebraten hingegen sprechen für 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. Hierfür wurden immunhistochemische Färbungen des 

Hautmuskelschlauchs von Drosophila L3-Larven mit einem Antikörper durchgeführt, 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 Antikörper gegen 

GFP gefärbt. 

Zur Visualisierung der neuromuskulären Synapse der Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2 

wurde ein Antikörper gegen HRP (Meerrettichperoxidase) als neuronaler Marker verwendet. 

GFP::RSK und aktives ERK akkumulieren an der präsynaptischen Seite der neuromuskulären 

Synapse in einem punktförmigen Muster, in unregelmäßiger 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 präpariert und mit Antikörpern 

gefärbt, die gegen pERK, GFP und Lamin, ein Protein der Kernmembran, gerichtet sind. 

GFP::RSK wird gleichmäßig im Perikaryon, nicht aber im Zellkern exprimiert, wohingegen 

pERK im Perikaryon und auch im Nukleus nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.3 B). 

 

3.4 Einfluss von RSK auf die Aktivität von ERK in Motoneuronen 

RSK und aktiviertes ERK in den Motoneuronen kolokalisieren, weshalb angenommen wurde, 

dass der Verlust von RSK die Aktivität von ERK dort auch verändert. Als Nullmutante wurde 

eine früher beschriebene Deletionsmutante von RSK verwendet (RSKΔ58/1; Putz, 2004). Um die 

Population von Motoneuronen anzureichern, wurden ausschließlich die Ventralganglien 

larvaler Gehirne für die Analyse direkt in der Fixierlösung präpariert, um Veränderungen des 

Phosphorylierungsstatus zu minimieren. Anschließend wurden die Ventralganglien lysiert und 

mittels Western Blots mit Antikörpern gegen ERK, pERK und α-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; 

RSKΔ58/1: 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 erhöht (Abb. 3.4 C; normalisierte pERK-

Menge: Wildtyp: 1,00 ± 0,14; RSKΔ58/1: 1,25 ± 0,16; p < 0,001). 
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Um zu bestätigen, dass die Veränderung der ERK-Aktivität durch den Verlust von RSK 

verursacht wird, wurde die Untersuchung mit Ventralganglien von Larven durchgeführt, die das 

genomische RSK-Konstrukt im RSKΔ58/1-Hintergrund exprimieren (RSKΔ58/1; P[RSK]). In den 

Ventralganglien von RSKΔ58/1; P[RSK]-Larven war die Menge aktiven ERKs signifikant 

unterschiedlich zu RSKΔ58/1-Larven (Abb. 3.4 C: normalisierte pERK-Menge: RSKΔ58/1: 1,25 ± 

0,16; RSKΔ58/1; P[RSK]: 1,02 ± 0,15; p < 0,05), vergleichbar mit der Menge im Wildtyp. Die 

normalisierte Menge an ERK blieb auch hier unverändert (Abb. 3.4 B: normalisierte ERK-

Menge: RSKΔ58/1; P[RSK]: 1,02 ± 0,12). Der Verlust von RSK führt zu einer erhöhten ERK-

Aktivität 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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Um den Einfluss von RSK auf die subzelluläre Lokalisierung von aktivem ERK in den 

Zellkörpern der Motoneurone nachzuweisen, mussten zunächst die Motoneurone im 

Ventralganglion identifiziert werden. Hierfür wurde eine membrangebundene Variante von GFP 

(UAS-mCD8::GFP) mit der Treiberlinie D42-Gal4 Motoneuron-spezifisch exprimiert im 

wildtypischen (Kontrolle) oder RSKΔ58/1-Hintergrund (RSKΔ58/1). Die larvalen Gehirne der 

männlichen Nachkommen wurden mit Antikörpern gegen GFP, pERK und Lamin gefärbt. Wie 

schon die Ergebnisse in 3.3. zeigten, ist auch hier in den Kontrolltieren eine Färbung 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 RSKΔ58/1 befindet, konnte 

keine Veränderung hinsichtlich der Lokalisierung von aktivem ERK zwischen Nukleus und 

Zytoplasma aufgezeigt werden. Dies unterschied sich von bisherigen Untersuchungen an sich 

differenzierenden Zellen während 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-abhängige Lokalisation von aktivem ERK an der neuromuskulären Synapse zu 

untersuchen, wurden Hautmuskelschlauch-Präparate mit Antikörpern gegen BRP, pERK und 

HRP gefärbt (Abb. 3.5 A - C). Die Lokalisierung von aktivem ERK wurde in der 

neuromuskulären Synapse der Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2 oder A3 untersucht. An 

der neuromuskulären Synapse wildtypischer Larven ist pERK vorwiegend an der 

präsynaptischen Seite lokalisiert (Abb. 3.5 B). 

Betrachtet man hingegen die neuromuskuläre Synapse der Nullmutante, ist die pERK-Färbung 

an der Synapse kaum sichtbar (Abb. 3.5 C). Durch die Expression des genomischen 

Rettungskonstrukts im RSKΔ58/1-Hintergrund (RSKΔ58/1; P[RSK]) konnte aktives ERK wieder 

an der Präsynapse nachgewiesen werden (Abb. 3.5 D). Die Färbung von pERK im Muskel 

scheint deutlich stärker in RSKΔ58/1; 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-mCD8::GFP) wurde mit Hilfe der Treiberlinie 

OK6-Gal4 Motoneuron-spezifisch exprimiert, um die Motoneurone durch die spezifische 

Expression des membrangebundenen GFP im Ventralganglion zu visualisieren. Zunächst wurde 

die Motoneuron-spezifische Treiberlinie mit dem Wildtyp (Kontrolle) und der Nullmutante 

(RSKΔ58/1) gekreuzt. Die Hautmuskelschläuche männlicher Larven im späten, dritten 

Larvenstadium von Kontrolle und RSKΔ58/1 wurden mit Gehirn präpariert und unter gleichen 

Bedingungen gefärbt, um die pERK-Menge in den Zellkörpern und der neuromuskulären 
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Synapse vergleichen zu können (Abb. 3.6). In den Präparaten wurden die Signalintensitäten der 

GFP- und pERK-Färbung von jeweils 10 Zellkörpern aus 10 Präparaten (Abb. 3.6 A) und den 

neuromuskulären Synapsen (Abb. 3.6 B, C) der Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2 

bestimmt. Die Signalintensität der pERK-Färbung wurde auf die GFP-Signalintensität 

normalisiert und quantifiziert (Abb. 3.6 D, E). 

 

 

 

Im Vergleich zu den Kontrolltieren war in der Nullmutante die Intensität der pERK-Färbung an 

den neuromuskulären Synapsen signifikant reduziert (Abb. 3.6 D; normalisierte pERK-Menge: 
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Kontrolle: 1,00 ± 0,08; RSKΔ58/1: 0,46 ± 0,05; p < 0,01), in den Zellkörpern hingegen signifikant 

erhöht (Abb. 3.6 E; normalisierte pERK-Menge: Kontrolle: 1,00 ± 0,03; RSKΔ58/1: 1,23 ± 0,04; 

p < 0,01). Diese Ergebnisse führten zu der Annahme, dass RSK nicht nur die Menge an aktivem 

ERK reguliert, sondern auch die Verteilung des aktiven ERKs zwischen den verschiedenen 

subzellulären Kompartimenten der Motoneurone bestimmt. 

Die Struktur und Funktion neuromuskulären Synapsen von RSKΔ58/1 wurde weiter untersucht, 

da die Regulation der ERK-Aktivität in der Funktion der neuromuskulären Synapse eine Rolle 

spielt (Koh, 2002; Wairkar, 2009). 

 

3.5 Verlust von RSK verändert die Struktur und Funktion von neuromuskulären 

Synapsen 

Die Regulation des ERK/MAPK Signalwegs stellt einen möglichen Mechanismus der 

Synapsen-spezifischen Kontrolle der Struktur und der Transmission von neuromuskulären 

Synapsen dar. Beispielsweise führt 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 gegenüberliegenden präsynaptischen Aktiven Zonen 

(Wairkar, 2009). Durch das stereotype Verzweigungsmuster und die Termini-spezifische 

Anzahl an Boutons der neuromuskulären Synapse der Muskeln 6/7 in den Abdominalsegmenten 

A2 oder A3 eignet sich die neuromuskuläre Synapse von Drosophila als Modell, um den 

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

Für die quantitative Strukturanalyse der neuromuskulären Synapse wurden 

Hautmuskelschlauch-Präparate männlicher Larven im späten dritten Larvenstadium mit 

Antikörpern gegen BRP, GluRIID und HRP als neuronalen Marker gefärbt (Abb. 3.7). Die 

gemessene Gesamtgröße der neuromuskulären Synapse entspricht der Fläche der HRP-Färbung 

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

Abb. 3,8 A). 

Mit Hilfe der BRP-Färbungen wurden die Gesamtzahl und die durchschnittliche Fläche aller 

Aktiven Zonen innerhalb der neuromuskulären Synapse bestimmt (Abb. 3.7; Abb. 3.8 B, C). 

Die Gesamtzahl und durchschnittliche Fläche aller postsynaptischen Glutamatrezeptorfelder 

einer neuromuskulären Synapse wurde durch die Färbung mit dem Antikörper gegen GluRIID 

bestimmt (Abb. 3.7; Abb. 3.8 C, D). 
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Die Gesamtfläche der neuromuskulären Synapse war in der Nullmutante im Vergleich zum 

Wildtyp verringert (Abb. 3.8 A; Gesamtgröße der neuromuskulären Synapse: Wildtyp: 

642,1 µm2 ± 46,3 µm2; RSKΔ58/1: 464,2 µm2 ± 32,0  µm2; p <  0,01). Auf der präsynaptischen 

Seite waren Anzahl und Flächen der Aktiven Zonen in RSKΔ58/1 im Vergleich zum Wildtyp 
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signifikant reduziert (Abb. 3.8 B: Anzahl Aktiver Zonen: Wildtyp: 263,0 ± 14,9; RSKΔ58/1: 205,3 

± 11,8; p < 0,01; Abb.  3.8 C: Flächen der Aktiven Zonen: Wildtyp: 0,77 µm2 ± 0,08 µm2; 

RSKΔ58/1: 0,51 µm2 ± 0,04 µm2; p < 0,01). Auch waren Anzahl und Flächen 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; RSKΔ58/1: 214,6 ± 11,9; p < 0,05; Abb. 3.8 E: Flächen der Glutamatrezeptorfelder: 

Wildtyp: 1,11 µm2 ± 0,03 µm2; RSKΔ58/1: 0,82 µm2 ± 0,04 µm2; p < 0,01). Das Verhältnis von 

Aktiven Zonen zu Glutamatrezeptorfeldern der neuromuskulären Synapsen blieb unverändert, 

der Aufbau und die Zusammensetzung der synaptischen Verknüpfungen im Allgemeinen waren 

nicht gestört, da keine Appositionsdefekte von präsynaptischem BRP und postsynaptischen 

GluRIID beobachtet wurden (Abb. 3.8 F). Darin unterscheidet sich der Phänotyp von RSKΔ58/1 

von dem der UNC-51-Mutante, in der häufig Aktive Zonen ohne gegenüberliegende 

Glutamatrezeptorfelder gefunden wurden (Wairkar, 2009). Die Ergebnisse der quantitativen 

Analyse der Struktur der neuromuskulären Synapse sind in einer Übersicht zusammengefasst 

(Tab. 3.1). Um festzustellen, ob die strukturellen Veränderungen der Prä- und Postsynapse 

durch Verlust von RSK verursacht wurden, wurden die neuromuskulären Synapsen von Larven 

untersucht, die das zuvor beschriebene Rettungskonstrukt homozygot im RSKΔ58/1-Hintergrund 

tragen (RSKΔ58/1; P[RSK]). In diesen Tieren waren die Gesamtgröße der neuromuskulären 

Synapse (Abb. 3.8 A: RSKΔ58/1; P[RSK]: 550,6 µm2 ± 24,1 µm2; p  < 0,05 vs. RSKΔ58/1), die 

Anzahl (Abb. 3.8 B: RSKΔ58/1; P[RSK]: 248,4 ± 11,3; p < 0,05 vs. RSKΔ58/1) und die Fläche der 

Aktiven Zonen (Abb. 3.8 C: RSKΔ58/1; P[RSK]: 0,60 µm2 ± 0,04 µm2; p < 0,05 vs. RSKΔ58/1) 

signifikant unterschiedlich zu RSKΔ58/1, nicht aber zum Wildtyp. Die präsynaptischen 

Phänotypen konnten durch dieses Konstrukt vollständig gerettet werden. An der Postsynapse 

war die Anzahl der Glutamatrezeptorfelder (Abb. 3.8 D: RSKΔ58/1; P[RSK]: 242,5 ± 9,9) weder 

zum Wildtyp noch zu RSKΔ58/1 signifikant unterschiedlich. Die Fläche der 

Glutamatrezeptorfelder blieb vergleichbar zu RSKΔ58/1 (Abb. 3.8 E: RSKΔ58/1; P[RSK]: 0,78 

µm2 ± 0,04 µm2). 
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Um zu bestätigen, dass die Veränderungen in der Struktur der neuromuskulären Synapse durch 

den Verlust von RSK entstanden sind, wurde die Analyse mit einer unabhängig generierten 

Nullmutante von RSK (RSKD1; Kim 2006) erneut durchgeführt. Auch in dieser Nullmutante sind 

im Vergleich zum Wildtyp die Gesamtgröße der neuromuskulären Synapse (Abb. 3.8 A: RSKD1: 

423,6 µm2 ± 30,8 µm2; p < 0,05 vs. Wildtyp), die Anzahl (Abb. 3.8 B: RSKD1: 179,9 ± 12,0; 

p < 0,05 vs. Wildtyp) und Fläche der Aktiven Zonen (Abb. 3.8 C: RSKD1: 0,54 µm2 ± 0,05 µm2; 
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p < 0,05 vs. Wildtyp) sowie die Anzahl (Abb. 3.8 D: RSKD1: 164,4 ± 14,3; p < 0,05 vs. Wildtyp) 

und Fläche der Glutamatrezeptorfelder (Abb. 3.8 E: RSKD1: 0,53 µm2 ± 0,05 µm2; p < 0,01 vs. 

Wildtyp) signifikant reduziert. Damit konnte verifiziert werden, dass die Veränderungen der 

Struktur der neuromuskulären Synapse durch den Verlust von RSK entstanden sind, nicht durch 

zusätzliche Mutationen im Genom. 

 

 

 

Die Veränderungen der postsynaptischen Seite konnten durch die Expression des genomischen 

RSK-Konstrukts im RSKΔ58/1-Hintergrund nur teilweise gerettet werden. Deshalb wurde analog 

zu RSKΔ58/1 das genomische RSK-Konstrukt in den RSKD1-Hintergrund eingekreuzt 

(RSKD1; P[RSK]) und die Struktur der neuromuskulären Synapse untersucht. Auch in Larven, 

die das Rettungskonstrukt im RSKD1-Hintergrund trugen, waren die Gesamtgröße der 

neuromuskulären Synapse (Abb. 3.8 A: RSKD1; P[RSK]: 549,3 µm2 ± 27,4 µm2; p < 0,01 vs. 

RSKD1), die Anzahl der Aktiven Zonen (Abb. 3.8 B: RSKD1; P[RSK]: 236,0 ± 6,9; p < 0,01 vs. 

RSKD1) sowie die Fläche der Aktiven Zonen (Abb. 3.8 C: RSKD1; P[RSK]: 0,73 µm2 ± 

0,06 µm2; p < 0,05 vs. RSKD1) signifikant verschieden zu RSKD1, nicht aber zum Wildtyp. 

Auf der postsynaptischen Seite war die Anzahl der Glutamatrezeptorfelder im Vergleich zu 

RSKD1 deutlich erhöht, vergleichbar mit dem Wildtyp (Abb. 3.8 D: RSKD1; P[RSK]: 235,4 ± 

8,0; p < 0,001 vs. RSKD1). Die Fläche der Glutamatrezeptorfelder war im Vergleich zur 

Nullmutante deutlich erhöht, blieb aber signifikant reduziert im Vergleich zum Wildtyp 

(Abb.3.8 E: RSKD1; P[RSK]: 0,86 µm2 ± 0,06 µm2; p < 0,01 vs. RSKD1; p < 0,05 vs. Wildtyp). 

Mögliche Erklärungen für die vollständige Rettung der präsynaptischen, nicht aber der 

postsynaptischen Phänotypen könnte ein unvollständiges 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 Begründung nicht 

weiter überprüft 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 neuromuskulären Synapse 

Die Strukturanalyse zeigte, dass die neuromuskulären 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 

neuromuskulären Synapsen mehr Boutons gebildet werden (Fischer, 2009b). Zusammen 

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

Die Aufnahmen der Hautmuskelschlauch-Präparate aus der Strukturanalyse der 

neuromuskulären Synapsen (3.5) wurden verwendet, um die Anzahl und Größe der Boutons der 

neuromuskulären Synapsen auszuwerten. Die HRP-Färbung diente zur Identifizierung der 

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

Die Anzahl der Boutons ist in den unabhängig generierten Nullmutanten RSKΔ58/1 und RSKD1 

im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhöht (Abb. 3.9 B: Wildtyp: 51,7 ± 3,3; RSKΔ58/1: 75,2 

± 2,9; p < 0,01 vs. Wildtyp; RSKD1: 78,9  ± 3,4; p < 0,001 vs. Wildtyp). 

Da die Anzahl der Boutons der neuromuskulären Synapsen durch den Verlust von RSK erhöht 

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; RSKΔ58/1: 2,92  ± 0,16; p < 0,01 vs. Wildtyp; RSKD1: 2,70  ± 0,30; 

p < 0,001 vs. Wildtyp). In der Strukturanalyse wurde nachgewiesen, dass die neuromuskuläre 

Synapse durch den Verlust von RSK kleiner war (Abb. 3.8 A), aber mehr Boutons enthielt, 

weshalb auch die Größe der Boutons bestimmt wurde, die in den Nullmutanten im Vergleich 

zum Wildtyp deutlich reduziert war (Abb. 3.9 D: Wildtyp: 8,62 µm2 ± 0,39 µm2; RSKΔ58/1: 

4,51 µm2 ± 0,48 µm2; p < 0,01 vs. Wildtyp; RSKD1: 4,74 µm2 ± 0,59 µm2; 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 erhöht ist, wurden 

auch die neuromuskulären 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: RSKΔ58/1; P[RSK]: 60,7 ± 2,4; p < 0,05 vs. RSK; RSKD1; P[RSK]: 59,7  ± 2,6; 

p < 0,05 vs. RSKD1). Die Anzahl der Aktiven Zonen eines Boutons im Vergleich zu der 

jeweiligen Nullmutante war signifikant erhöht (Abb. 3.9 C: RSKΔ58/1; P[RSK]: 4,48 ± 0,34; 

p < 0,05 vs. RSKΔ58/1; RSKD1; P[RSK]: 4,17  ± 0,25; p < 0,05 vs. RSKD1). Die Größe der Boutons 

blieb durch das Einbringen des transgenen RSK-Konstrukts im Vergleich zu der jeweiligen 

Nullmutante jedoch unverändert (Abb. 3.9 D: RSKΔ58/1; P[RSK]: 5,03 µm2 ± 0,32 µm2; 

RSKD1; P[RSK]: 4,91 µm2 ± 0,79 µm2). 

In den neuromuskulären Synapsen sind kleine (Typ Is) und große Boutons (Typ Ib) vorhanden 

(Atwood, 1993). Da in den Nullmutanten mehr Boutons gezählt wurden, die durchschnittliche 

Größe der Boutons aber geringer war als im Wildtyp, wurden die Boutons anhand ihrer Größe 

in Typ Is 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 erhöht, der Anteil an Typ Ib-Boutons war 

dementsprechend reduziert (Abb. 3.9 E: Typ Is-Boutons: Wildtyp: 0,44 ± 0,03; RSKΔ58/1: 0,62 

± 0,02; p < 0,01 vs. Wildtyp; RSKD1: 0,74 ± 0,03; p < 0,001 vs. Wildtyp; Typ Ib Boutons: 

Wildtyp : 0,56 ± 0,03; RSKΔ58/1: 0,38 ± 0,02; p < 0,01 vs. Wildtyp; RSKD1: 0,26 ± 0,03; p < 0,001 

vs. Wildtyp). Trotz der Expression des genomischen RSK-Konstrukts blieb das Verhältnis von 

Typ Is- zu Typ Ib-Boutons unverändert und vergleichbar mit den jeweiligen Nullmutanten 

(Abb. 3.8 E: Typ Is Boutons: RSKΔ58/1; P[RSK]: 0,69 ± 0,04; RSKD1; P[RSK]: 0,75 ± 0,01; 

Typ Ib Boutons: RSKΔ58/1; P[RSK]: 0,31 ± 0,02; RSKD1; P[RSK]: 0,25  ± 0,03).  

Da die Zuordnung der Boutons in Typ Ib und Typ Is anhand ihrer Größe erfolgte, ist nicht 

geklärt, 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 

ausgeprägtes subsynaptisches Retikulum (SSR), das durch Einstülpungen der Muskelmembran 

gebildet wird. Auch das Gerüstprotein 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-Färbung der neuromuskulären Synapse 

könnte die Zuordnung in Typ Ib- und Typ Is-Boutons verifiziert werden. 
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Wie auch schon in der Studie von Fischer et al. (2009) gezeigt wurde, war die Anzahl der 

Boutons in den neuromuskulären Synapsen durch den Verlust von RSK erhöht. 

Zusammenfassend hat RSK einen Einfluss auf die Anzahl der Boutons der neuromuskulären 

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 neuromuskulären Synapsen in 

Abhängigkeit von ERK 

In Abschnitt 3.4. wurde für 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 neuromuskulären Synapse durch die erhöhte Aktivität von ERK 

verursacht wurde, wurde die Struktur der neuromuskulären Synapse verschiedener ERK-

Mutanten einzeln und in Kombination mit RSKΔ58/1 analysiert. Für diese Analyse wäre die 

Kombination von Nullmutanten beider Gene ideal, leider sind Nullmutanten von ERK, das in 

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

Deshalb wurde das homozygot lebensfähige, hypomorphe rl1-Allel für die Analyse verwendet, 

das eine verringerte ERK-Aktivität aufweist (Biggs, 1994). In homozygoten rl1/rl1-Tieren 

waren alle gemessenen Parameter der Struktur der neuromuskulären Synapse im Vergleich zu 

wildtypischen Tieren unverändert (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 könnten 

verantwortlich für die Veränderungen in der Struktur der neuromuskulären Synapse sein. Unter 

der Annahme, dass RSK in den Motoneuronen nur durch die Veränderungen der ERK-Aktivität 

wirkt, wird durch den Verlust von RSK die Aktivität von ERK nicht mehr negativ reguliert, 

wodurch vermehrt ERK-Substrate phosphoryliert werden und somit die Veränderungen der 

Struktur der neuromuskulären Synapse verursacht werden (Abb. 3.10 B). Diese Veränderungen 

sollten in der Doppelmutante RSKΔ58/1; rl1/ rl1 deutlich abgeschwächt sein, da die Aktivität von 

ERK verringert ist (Abb. 3.10 C). 
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Die Analyse der Ergebnisse der Doppelmutante aus RSKΔ58/1 und rl1 zeigte, dass Anzahl der 

Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder zu RSKΔ58/1 deutlich verändert waren, die 

Phänotypen waren weniger stark ausgeprägt als in RSKΔ58/1 (Abb. 3.12 B: Anzahl Aktiver 

Zonen: RSKΔ58/1: 205,0 ± 6,1; RSKΔ58/1; rl1/ rl1: 237,0 ± 8,7; p < 0,01; Abb. 3.12 D: Anzahl 

Glutamatrezeptorfelder: RSKΔ58/1: 214,6 ± 10,8; RSKΔ58/1; rl1/ rl1: 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 erhöhte ERK-Aktivität der RSK-Nullmutante durch die 

geringere ERK-Aktivität 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 RSKΔ58/1 auf die Größe der neuromuskulären 

Synapse sowie auf die Fläche der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder unverändert durch 

das Einbringen der rl1-Mutation (Abb. 3.12 A: Größe der neuromuskulären Synapse: RSKΔ58/1: 

447,6 µm2 ± 20,2 µm2; RSKΔ58/1; rl1/ rl1: 468,6 µm2 ± 41,7 µm2; Abb. 3.12 C: Fläche der 

Aktiven Zonen: RSKΔ58/1: 0,48 µm2 ± 0,04 µm2; RSKΔ58/1; rl1/+: 0,55 µm2 ± 0,04 µm2; 
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Abb. 3.12 E: Fläche der Glutamatrezeptorfelder: RSKΔ58/1: 0,81 µm2 ± 0,05 µm2; RSKΔ58/1; 

rl1/+: 0,78 µm2 ± 0,05 µm2). RSK könnte somit als Effektorkinase des MAPK-Signalwegs die 

Größe der neuromuskulären Synapse und die Flächen der Aktiven Zonen und 

Glutamatrezeptorfelder beeinflussen (Abb. 3.11 A). Durch den Verlust von RSK werden die 

Substrate nicht phosphoryliert, wodurch die Veränderungen in der Struktur der 

neuromuskulären Synapse verursacht werden könnten (Abb. 3.11 B). Somit hat die verringerte 

ERK-Aktivität der Doppelmutante keine zusätzlichen phänotypischen Auswirkungen 

(Abb. 3.11 C). 

 

 

 

Um die Interpretation der Ergebnisse der Doppelmutante RSKΔ58/1; rl1/ rl1 zu bestätigen, wurde 

eine dominante ERK-Mutante, rlSem (rolled Sevenmaker) analysiert. Hierbei handelt es sich um 

eine Form von ERK, die eine moderat erhöhte Kinaseaktivität zeigt und RSK nicht binden kann 

(Brunner, 1994; Oellers und Hafen, 1996). Die Einzelmutanten RSKΔ58/1 und heterozygotes 

rlSem/+ sollten durch die erhöhte ERK-Aktivität ähnliche oder stärker ausgeprägte 

Auswirkungen auf die Struktur der neuromuskulären Synapse aufweisen. 

Diese Annahme trifft auf die Größe der neuromuskulären Synapse (Abb. 3.12 A: RSKΔ58/1: 

447,6 µm2 ± 20,2 µm2; rlSem/+: 400,8 µm2 ± 29,8 µm2), die Anzahl der Aktiven Zonen 
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(Abb. 3.12 B: RSKΔ58/1: 205,0 ± 6,1; rlSem/+: 170,9 ± 20,6) und die Anzahl der 

Glutamatrezeptorfelder (Abb. 3.12 D: RSKΔ58/1: 214,6 ± 10,8; rlSem/+: 166,5 ± 13,8) zu. Im 

Gegensatz zu RSKΔ58/1 unterscheiden sich die Flächen der Aktiven Zonen und der 

Glutamatrezeptorfelder in rlSem/+ jedoch nicht signifikant vom Wildtyp (Abb. 3.12 C: Fläche 

der Aktiven Zonen: Wildtyp: 0,72 µm2 ± 0,06 µm2; rlSem/+: 0,77 µm2 ± 0,08 µm2; Abb. 3.12 E: 

Fläche der Glutamatrezeptorfelder: Wildtyp: 1,14 µm2 ± 0,06 µm2; rl1/+: 1,22 µm2 ± 

0,07 µm2). 
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Die Größe der neuromuskulären Synapse und die Flächen der Aktiven Zonen in der 

Doppelmutante RSKΔ58/1; rlSem/+ waren vergleichbar mit RSKΔ58/1 (Abb. 3.12 A: Größe der 

neuromuskulären Synapse RSKΔ58/1: 447,6 µm2 ± 20,2 µm2; RSKΔ58/1; rlSem/+: 415,1 µm2 ± 

37,9  µm2; Abb. 3.12 C: Fläche der Aktiven Zonen: RSKΔ58/1: 0,48 µm2 ± 0,04 µm2; 

RSKΔ58/1; rlSem/+: 0,44 µm2 ± 0,02 µm2). Die gesteigerte Aktivität von ERK durch rlSem hat 

keinen zusätzlichen Einfluss auf die Größe der neuromuskulären Synapse und die Fläche der 

Aktiven Zonen im Vergleich zu RSKΔ58/1. Die Fläche der Glutamatrezeptorfelder war im 

Vergleich zu RSKΔ58/1 deutlich stärker reduziert (Abb. 3.12 E: RSKΔ58/1: 0,81 µm2 ± 0,05 µm2; 

RSKΔ58/1; rlSem/+: 0,45 µm2 ± 0,03 µm2; 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; 

RSKΔ58/1; rlSem/+: 243,7 ± 15,0). Die Anzahl der Glutamatrezeptorfelder ist wiederum in der 

Doppelmutante mit RSKΔ58/1 vergleichbar (Abb. 3.12 D: RSKΔ58/1: 214,6 ± 10,8; 

RSKΔ58/1; rlSem/+: 216,3 ± 19,5).  Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2 in einer Übersicht 

zusammengefasst. 

 

 

 

Die Untersuchungen bestätigen, dass RSK als Effektorkinase des MAPK-Signalwegs einen 

Einfluss auf die Größe der neuromuskulären Synapse und die Flächen der Aktiven Zonen und 

Glutamatrezeptorfelder hat. Aus den Untersuchungen der Doppelmutante RSKΔ58/1; rl1/ rl1 

konnte angenommen werden, dass RSK durch negative Feedback-Regulation des MAPK-

Signalwegs die Anzahl der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder beeinflussen könnte. 

Durch die Untersuchungen der Doppelmutante RSKΔ58/1; rlSem/+ konnte nicht verifiziert 
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werden, ob RSK als Negativregulator des MAPK-Signalwegs Einfluss auf die Anzahl Aktiver 

Zonen und Glutamatrezeptorfelder der neuromuskulären Synapsen nimmt. 

  

3.8 Effekt von RSK auf die synaptische Transmission 

Um festzustellen, ob die beobachteten morphologischen Veränderungen der neuromuskulären 

Synapse auch Auswirkungen auf die synaptische Transmission haben, wurden „Zwei 

Elektroden Voltage Clamp“-Ableitungen (TEVC) an der neuromuskulären Synapse der 

Muskeln 6/7 im Abdominalsegment A2 oder A3 männlicher Larven im dritten Larvenstadium 

analysiert in Kollaboration mit N. Ehmann und R. J. Kittel (Institut für Physiologie, Universität 

Würzburg) (Abb. 3.13). Die Amplitude der spontanen exzitatorischen Ströme (postsynaptisches 

Miniaturpotenzial; Mini), war im Vergleich zum Wildtyp signifikant verringert in RSKΔ58/1 

(Abb. 3.13 A; Wildtyp: -1,06 nA ± 0,04 nA, n = 15; RSKΔ58/1: -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-gefüllten synaptischen Vesikels dar. Die reduzierte Mini-Amplitude 

weist auf eine reduzierte postsynaptische Sensitivität der RSK-Nullmutante hin. Das könnte 

durch die reduzierte Fläche der postsynaptischen Glutamatrezeptorfelder bedingt sein. Nach 

Expression des RSK-Transgens im RSKΔ58/1-Hintergrund blieb die Mini-Amplitude unverändert 

gering (Abb. 3.13 A; RSKΔ58/1; P[RSK]:  -0,86 nA ± 0,03 nA, n = 15; p < 0,001 vs. Wildtyp). 

Nach der Expression des RSK-Transgens im RSKΔ58/1-Hintergrund blieb auch die Fläche der 

Glutamatrezeptorfelder im Vergleich zu RSKΔ58/1 unverändert gering, wodurch die reduzierte 

postsynaptische Sensitivität verursacht werden könnte. 

Dagegen konnten keine funktionellen Veränderungen der Präsynapse festgestellt werden. Die 

Frequenz der Minis war in RSKΔ58/1 mit der wildtypischer Larven vergleichbar (Abb. 3.13 A; 

Wildtyp: 1,21 Hz ± 0,11 Hz, n = 15; RSKΔ58/1: 1,12 Hz ± 0,13 Hz, n = 14). Die Amplitude der 

induzierten exzitatorischen postsynaptischen Ströme (eEPSC) stellt die postsynaptische 

Reaktion auf die Fusion von Vesikeln nach der Stimulation des Motoneurons dar. Die eEPSC-

Amplitude war in RSKΔ58/1 und RSKΔ58/1; P[RSK] im Vergleich zum Wildtyp verringert 

(Abb. 3.13 B; Wildtyp: -64,68 nA ± 5,07 nA, n = 15; RSKΔ58/1: -49,09 nA ± 4,35 nA, n = 14 

p = 0,064 vs. Wildtyp; RSKΔ58/1; 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 zurückgeführt 

werden, da die eESPC-Amplitude ein Vielfaches der Mini-Amplitude ist, weshalb sie auch 

durch die Expression des RSK-Transgens im RSKΔ58/1-Hintergrund im Vergleich zu RSKΔ58/1 

unverändert gering blieb. 
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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; RSKΔ58/1: 76 ± 7, n = 14; RSKΔ58/1; 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 vollständig gerettet werden konnten (Abb. 3.8). 

 



  Ergebnisse  
 

63 
 

3.9 RSK wird für den axonalen Transport benötigt 

Die morphologische Analyse des larvalen, neuromuskulären Systems von Drosophila zeigte für 

RSKΔ58/1 einen weiteren interessanten Phänotyp: Im Vergleich zum Wildtyp waren in den 

Segmentalnerven der Nullmutante vermehrt BRP-Partikel zu finden. Anreicherungen von 

präsynaptischem Material im Axon könnten ein Anzeichen für 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 für die Funktion der Nerven und zur 

Aufrechterhaltung der Homöostase. Die Entwicklung und Funktion der Präsynapse hängt 

maßgeblich von einem koordinierten Transport und der Bereitstellung von verschiedenen 

Proteinen ab. In Vertebraten sind verschiedene Organellen für den axonalen Transport bekannt: 

Mitochondrien, Vorläufer von synaptischen Vesikeln (engl. „synaptic vescile precursor“; SVP), 

Vesikeln mit dichtem Kern (engl. „dense core vesicle“), in denen präsynaptische Proteine 

transportiert werden, Transportvesikel für 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 für 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 

für die korrekte Bildung der Aktiven Zonen ist der imac-abhängige axonale Transport (Pack-

Chung, 2007). 

Um die Aggregate zu quantifizieren, wurden Hautmuskelschläuche inklusive Gehirn und 

Axone präpariert, fixiert und mit Antikörpern gegen BRP und HRP zur Bestimmung der 

Axonfläche gefärbt. In der Nullmutante befanden sich die Akkumulationen hauptsächlich 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: RSKΔ58/1: 0,290 ± 0,022 

BRP-Partikel pro µm2 Axonfläche; Wildtyp: 0,179 ± 0,014 BRP-Partikel pro µm2 Axonfläche; 

p < 0,05) Dieser Phänotyp konnte durch die Expression des RSK-Transgens im RSKΔ58/1-



  Ergebnisse  
 

64 
 

Hintergrund gerettet werden (Abb. 3.14 A, B: RSKΔ58/1;  P[RSK] (0,125 ± 0,026 BRP-Partikel 

pro µm2 Axonfläche; p < 0,05 vs. RSKΔ58/1). 

 

 

 

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 

Oberfläche 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 RSKΔ58/1-Larven befanden (Abb. 3.14 A, B: 

RSKΔ58/1: 0,381 ± 0,040 CSP-Partikel pro µm2 Axonfläche; Wildtyp: 0,159 ± 0,002 CSP-
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Partikel pro µm2 Axonfläche; p < 0,01). Durch die Expression des RSK-Transgens im RSKΔ58/1-

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 µm2 Axonfläche; p < 0,01 vs. 

RSKΔ58/1). Die Akkumulationen von BRP und CSP in proximalen Regionen des Axons könnten 

auf Schäden in der Assemblierung oder dem Transport von Organellen zu den Synapsen 

hinweisen. Die Ergebnisse ließen vermuten, dass RSK eine Rolle beim axonalen Transport 

synaptischer Proteine spielen könnte. 

 

 

 

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 können in stationäre 

Phasen übergehen, auch kann die Transport-Richtung abrupt geändert werden (Zinsmaier, 

2009; Sheng und Cai, 2012). In lebenden und intakten Larven im frühen 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 RSKΔ58/1- Hintergrund exprimiert wurde. Nach dem 

Ausbleichen eines Axonbereichs, der etwa 150 µm vom Ventralganglion entfernt lag, wurden 

die Bewegungen der Mitochondrien in Zeitintervallen von 720 ms über eine Dauer von 12 min 

aufgenommen. Diese Aufnahmen wurden in einen Kymograph dargestellt (Abb. 3.15 A, B) und 

anschließend untersucht, wie viele Mitochondrien in anterograder oder retrograder Richtung 

transportiert wurden und wie viele sich in stationären 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%; 

RSKΔ58/1; OK6-Gal4; UAS-mito::GFP: 34,8% ± 2,5%; p < 0,05). Hingegen war der Anteil 

Mitochondrien, die sich in einer stationären Phase befanden, signifikant erhöht (Abb. 3.15 C: 

OK6-Gal4; UAS-mito::GFP: 30,6% ± 4,2%; RSKΔ58/1; OK6-Gal4; UAS-mito::GFP: 36,2% ± 

4,3% p < 0,05). Der mitochondriale Transport in retrograder Richtung blieb unverändert 

(Abb. 3.15 C: OK6-Gal4; UAS-mito::GFP: 30,2% ± 3,1%; RSKΔ58/1; 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 beschränkt. RSK hat 

demnach eine spezielle Funktion in der Regulation des anterograd-gerichteten Transports von 

Mitochondrien. 
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4 Diskussion 

 

In Tiermodellen für das Coffin-Lowry-Syndrom (CLS) konnte gezeigt werden, dass der Verlust 

von RSK zu einer Dysregulation des ERK-Signalwegs führt (Dufresne, 2001; Kim, 2006). Der 

ERK/MAPK-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in zellulären Prozessen, wie Proliferation, 

Differenzierung und das Überleben der Zelle, aber auch in neuronalen Prozessen wie der 

synaptischen Plastizität und der Gedächtnisbildung, wobei eine genaue Regulation der 

Komponenten des MAPK-Signalwegs wichtig ist (Thomas, 2004). Durch die Regulation der 

Aktivität von ERK1/2 werden diverse neuronale Funktionen wie die synaptische Plastizität oder 

die Bildung des Gedächtnisses kontrolliert (Thiels, 2002; Schneider, 2011). Im Hippocampus 

von RSK2-Knockout Mäusen konnte eine erhöhte Menge an phosphoryliertem ERK1/2 

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 könnte auf Defekte in der synaptischen Plastizität 

zurückgeführt werden, die durch die gesteigerte Aktivität von ERK verursacht sein könnten. 

(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 Aktivität von ERK in 

Motoneuronen von Drosophila Larven reguliert, sondern auch dessen subzelluläre 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 rl (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 

neuromuskulären Synapse ausübt. Darüber hinaus konnte erstmals gezeigt werden, dass RSK 

an der präzisen Regulation des axonalen Transports von präsynaptischem Material und 

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

Bislang wurde kein Antikörper hergestellt, durch den endogenes RSK in neuronalem Gewebe 

immunhistochemisch gefärbt werden kann. Aber mit Hilfe einer Motoneuron-spezifischen 

Überexpression von RSK konnte gezeigt werden, dass RSK ringförmige Strukturen an der 

Synapse bildet, die CSP umschließen. RSK ist demnach an der Präsynapse lokalisiert (Fischer, 

2009b). Durch die Motoneuron-spezifische Expression eins transgenen RSK-GFP-Konstrukts 

konnte verifiziert werden, dass RSK an der präsynaptischen Seite innerhalb der Boutons 

lokalisiert ist. RSK kolokalisiert nur teilweise mit BRP an den Aktiven Zonen der 

neuromuskulären Synapse von Drosophila. 

Darüber hinaus zeigten vorangegangene Studien, dass durch den Verlust von RSK2 in Mäusen 

die Expression von Gria2, einer AMPA-Untereinheit des Glutamatrezeptors GluR2, beeinflusst 

wird (Morice, 2013). Demnach hat RSK nicht nur eine prä-, 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 Überexpression 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 überexprimierten 

RSK-Konstrukten im Vergleich zum Lokalisierungsmuster von endogenem RSK verändert 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 übernimmt, indem RSK durch negative 

Rückkopplung die Aktivität von SOS inhibiert (Douville and Downward, 1997). In ruhenden 

Zellen von Säugern sind ERK 1/2 mit RSK konstitutiv assoziiert, erst durch einen mitogenen 

Stimulus dissoziiert der Komplex vorübergehend oder komplett (Roux, 2003). In 

Motoneuronen von Drosophila ist die Lokalisierung von RSK und aktiviertem ERK an der 

Synapse nicht auf die Aktiven Zonen beschränkt; die Verteilungsmuster überschneiden 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 könnte demnach in den Bereichen, in denen es nicht mit RSK 

kolokalisiert, aktiv sein und weitere Substrate aktivieren. Auch in den Zellkörpern 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 zurückhält, und somit dessen Translokation in 

den Nukleus verhindert. RSK dient demnach als cytoplasmatischer Anker von ERK (Kim, 

2006).  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust von RSK dazu führt, dass 

im Perikaryon der Zellkörper von Motoneuronen deutlich mehr aktiviertes ERK vorhanden ist, 

an den neuromuskulären Synapsen hingegen deutlich weniger aktives ERK nachgewiesen 

werden konnte. RSK könnte in der Regulation der Lokalisierung von aktiviertem ERK 

innerhalb der subzellulären, cytoplasmatischen Kompartimenten des Motoneurons beteiligt 

sein (Abb. 4.1).  

In Mäusen konnte nachgewiesen werden, dass durch den Verlust von RSK2 die Aktivität von 

ERK im Hippocampus erhöht ist und so zur Dysregulation der durch ERK vermittelten 

Transkription führt (Mehmood, 2011; Schneider, 2011). Der Verlust von RSK und die dadurch 

entstandene Misslokalisierung von aktivem ERK im Motoneuron könnten nicht nur die ERK-

vermittelte Transkription beeinflussen, sondern auch lokale Auswirkungen auf Struktur und 

Funktion der neuromuskulären Synapse haben.  

 

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

In vorangegangenen Studien konnte eine gesteigerte Aktivität von ERK im Hippocampus von 

RSK2-Knockout Mäusen nachgewiesen werden (Mehmood, 2011; Schneider, 2011). Die 

Expression der Untereinheit Gria2 des AMPA-Rezeptors GluR2 ist durch den Verlust von 

RSK2 erhöht, 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 

beeinträchtigt. Dies könnte dadurch erklärt werden, dass RSK2 benötigt wird, um durch 

Phosphorylierung der postsynaptischen Proteine, die PDZ-Domänen enthalten, die 

Eigenschaften der Ca2+-Kanäle 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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Gedächtnisbildung verursacht, weshalb angenommen wurde, dass RSK eine Rolle in der 

Regulation der synaptischen Plastizität übernimmt.  

Ein wichtiger Vorgang in Lernprozessen ist die Langzeit-Potenzierung (LTP), eine speziellen 

Form synaptischer Plastizität. Dabei werden AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische 

Membran inseriert, die eine schnelle postsynaptische Antwort auf die Freisetzung von 

Neurotransmittern geben, wodurch die synaptische Transmission verstärkt wird. ERK hat durch 

die Regulation der Insertion von AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische Membran einen 

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

Mit immunhistochemischen Untersuchungen der neuromuskulären Synapsen konnte in der 

vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass RSK einen Einfluss auf die Struktur der Synapsen 

hat. Die präsynaptische Seite des Motoneurons, an der die RSK-Lokalisierung gezeigt werden 

konnte, wies durch den Verlust von RSK strukturelle Veränderungen auf. Die neuromuskuläre 

Synapse ist insgesamt kleiner und bildet weniger Aktive Zonen mit geringerer Fläche aus, dabei 

werden mehr Boutons gebildet; diese sind jedoch kleiner und beherbergen weniger Aktive 

Zonen (Abb. 4.1). Da jeder Aktiven Zone ein Glutamatrezeptorfeld gegenüberliegt, ist die 

Organisation der Synapse durch den Verlust von RSK nicht beeinflusst. RSK könnte demnach 

direkt die Regulation der synaptischen Eigenschaften beeinflussen.  

Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zur Funktion der neuromuskulären 

Synapse bestätigten, dass RSK an der postsynaptischen Seite für die Regulation der Antwort 

auf die synaptische Transmission benötigt 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 verändert sind.  

Patienten mit Coffin-Lowry-Syndrom leiden unter schwerer mentaler Retardierung durch den 

Verlust der RSK2-Funktion. Die AMPA-Rezeptoren sind wichtig für die Langzeitpotenzierung 

(LTP) somit auch für die Gedächtnisbildung im Hippocampus (Collingridge, 1983). Die 

strukturellen Veränderungen der ionotropen glutamatergen Synapsen des neuromuskulären 

Systems von Drosophila, die als Modell für AMPA-Rezeptoren dienen, weisen auf Defekte in 

der synaptischen Plastizität aufgrund der fehlenden RSK-Funktion hin (Budnik, 2006).  
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Die Defekte in der synaptischen Plastizität und die abgeschwächte synaptische Transmission 

könnten die Beeinträchtigung im Lernen und der Gedächtnisbildung bei CLS-Patienten 

verursachen.  

Die neuromuskuläre 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 enthält (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 erhöht. Die Ergebnisse deuten auf eine Funktion von RSK in Regulation 

der Synapsen-Bildung hin, die vom Motoneuron-Typ abhängig sein könnte. Um diese Aussage 

zu verifizieren, sollten in weiterführenden Experimenten die neuromuskulären Synapsen mit 

einem Antikörper gegen DLG gefärbt werden, um die Größe des SSR der verschiedenen 

Boutons zu bestimmen. So könnte 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 neuromuskulären Synapse 

in Abhängigkeit der Aktivität von ERK 

In welchem Zusammenhang stehen die durch den Verlust von RSK verursachten 

Veränderungen in der synaptischen Transmission und der Struktur der neuromuskulären 

Synapsen mit der erhöhten Aktivität von ERK und dessen veränderter Lokalisierung im 

Motoneuron von Drosophila? Koh et al. (2002) fanden heraus, dass die Veränderung der ERK-

Aktivität an der neuromuskulären Synapse mit der Menge an FascilinII (FasII), einem 

neuronalen Zelladhäsionsprotein, umgekehrt korreliert. ERK reguliert über FasII die Anzahl 

der synaptischen Boutons. Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass in ERK-

positiven Bereichen keine FasII-Färbung 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 verändert ist. Mit weiterführenden 

immunhistochemischen Untersuchungen zur FasII-Lokalisierung in RSK-Mutanten könnte 

bestimmt werden, ob RSK einen Einfluss auf ERK-abhängige Regulation der FasII-vermittelten 

Zelladhäsion hat.  

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

Signalwegs in Motoneuronen dar (Wairkar, 2009). Mutationen in rsk und unc-51 könnten also 
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ähnliche synaptische Phänotypen aufweisen. Tatsächlich sind die Größe der neuromuskulären 

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 präzisen Regulation der ERK-

Aktivität 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 neuromuskulären Synapsen angereichert, sondern im ganzen Muskel abundant. Die 

unterschiedliche Verteilung von aktivem ERK könnte für die Änderungen 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 stärker ausgeprägte Phänotypen; beispielsweise enthält die neuromuskuläre 

Synapse viele Glutamatrezeptorfelder ohne gegenüberliegende Aktive Zonen. In der RSK-

Nullmutante konnten diese Defekte in der Organisation der synaptischen Verknüpfungen nicht 

gefunden werden. Beide Nullmutanten zeigten eine verringerte eEPSC-Amplitude, wobei 

dieser Phänotyp in der unc-51-Mutante auf eine defekte Freisetzung der Neurotransmitter 

zurückgeführt wurde. Dieser präsynaptische Defekt konnte in der RSK-Mutante nicht 

festgestellt werden, der „Quantal Content“ war im Vergleich zum Wildtyp unverändert. 

Stattdessen konnte eine Reduktion der Mini-Amplitude gemessen werden, die auf eine 

verringerte postsynaptische Sensitivität hinweist. Diese war durch den Verlust von Unc-51 

nicht verändert. Obwohl RSK und Unc-51 als Negativregulatoren der ERK-Aktivität dienen, 

scheint ihr Beitrag auf die Auswirkungen der ERK-Aktivität verschieden. Wairkar et al. (2009) 

vermuteten, die Negativregulation der ERK-Aktivität könnte einen möglichen Mechanismus 

zur Synapsen-spezifischen Kontrolle der Zusammensetzung der Aktiven Zonen darstellen. 

RSK könnte durch die veränderte ERK-Lokalisierung und die Negativregulation der ERK-

Aktivität 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 Plastizität 

übernimmt. Beispielsweise ist der ERK/MAPK-Signalweg an der Regulation der 

Langzeitplastizität beteiligt, indem ERK nach der Translokation in den Nukleus die Aktivität 

von Transkriptionsfaktoren reguliert (Martin, 1997; Huang, 2001; Alonso, 2004; Hans, 2004). 

Da ERK in verschiedenen subzellulären Kompartimenten aktiv ist, übernimmt es verschiedene 

Funktionen in der Kurz- und Langzeitplastizität (Sweatt, 2004; Boggio, 2007). RSK könnte in 

den Motoneuronen die Lokalisierung von aktivem ERK in den subzellulären Kompartimenten 

kontrollieren und so die verschiedenen Funktionen von ERK im Motoneuron koordinieren. 

Durch den Verlust von RSK konnte eine reduzierte postsynaptische Sensitivität beobachtet 

werden, die möglicherweise durch die Dysregulation der ERK-Aktivität verursacht wurde. 

 

Des Weiteren konnte in in-vitro Versuchen festgestellt werden, dass durch Inhibition des 

ERK/MAPK-Signalwegs das exzitatorische postsynaptische Potential verändert war. Der 

ERK/MAPK-Signalweg ist demnach an der Regulation der aktivitätsabhängigen 

Kurzzeitplastizität der Synapsen beteiligt (Giachello, 2010). Beispielsweise spielt die 

ERK/MAPK-abhängige Phosphorylierung von Synapsin nicht nur eine Rolle in der Bildung 

funktionaler Synapsen, sondern beeinflusst auch die Kurzzeitplastizität (Giachello, 2010). Um 

festzustellen, ob die veränderte Aktivität von ERK in der RSK-Nullmutante Auswirkungen auf 

die Phosphorylierung von Synapsin in den Motoneuronen hat, müssten biochemische 

Untersuchungen durchgeführt werden, die zeigen, ob die Menge an phosphoryliertem Synapsin 

in der RSK-Mutante verändert ist.  

Die Untersuchungen der genetischen Interaktion von rsk und rolled (ERK) konnten durch die 

Kombination von rskΔ58/1 und rl1, einer hypomorphen ERK-Mutante mit verringerter Aktivität, 

zeigen, dass RSK als Negativregulator der ERK-Aktivität an der Prä-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 Größe der neuromuskulären Synapse und auf die Fläche 

der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder (Abb. 4.2). In der Regulation der Struktur der 

neuromuskulären Synapsen wird die duale Funktion von RSK im ERK/MAPK-Signalweg 

deutlich.  

Die Untersuchungen der Struktur der neuromuskulären Synapse von rlSem, einer ERK-Mutante 

mit moderat erhöhter Aktivität zeigten, dass durch die erhöhte ERK-Aktivität die Größe der 
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neuromuskulären Synapse sowie die Anzahl der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder 

verringert ist. Die Flächen der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder sind in rlSem 

unverändert.  

In der Kombination von rskΔ58/1 und rlSem sollten die Phänotypen der rlSem-Mutante, die durch 

die fehlende Negativregulation von ERK entstanden sind, durch das Fehlen von RSK nicht 

verstärkt werden. Falls die Phänotypen jedoch durch die fehlende Funktion von RSK als 

Effektorkinase des ERK/MAPK-Signalwegs begründet sind, sollten sie durch das Fehlen der 

RSK-Funktion noch verstärkt sein. Die Analyse bestätigt, dass RSK als Negativregulator von 

aktivem ERK die Größe der neuromuskulären Synapse beeinflusst, aber als Effektorkinase des 

ERK/MAPK-Signalwegs die Größe 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 bestätigt 

werden.  

 

 

Die Untersuchungen der genetischen Interaktion von rsk und rl1 sowie von rskΔ58/1 und rlSem 

führten zu teilweise unterschiedlichen Ergebnissen, was mehrere Ursachen haben könnte. In 

der untersuchten Fliegenlinie rskΔ58/1; rlSem/+ war ein wildtypisches rl-Allel vorhanden, das den 

durch rlSem verursachten Effekt überdecken könnte. Das wildtypische ERK-Allel ist aber 
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notwendig, da dominantes rlSem zur Sterilität der weiblichen Fliegen führt. Des Weiteren ist die 

Bindestelle für RSK in rlSem nicht mehr vorhanden. Somit kann RSK in der rlSem-Mutante nicht 

mehr als cytoplasmatischer Anker von ERK dienen.  

Fischer et al. (2009) vermuteten, dass RSK ERK an den Synapsen bindet und somit die 

Aktivität 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-Aktivität, sondern spielt 

auch eine wichtige Rolle in der subzellulären Lokalisierung von ERK innerhalb des 

Motoneurons. Vermutlich ist präzises Verhältnis von RSK und ERK wichtig für die Regulation 

von Struktur und Funktion der Synapse, wobei RSK auf unterschiedliche Weise die Aktivität 

und Lokalisierung von ERK beeinflusst. 

 

4.5 Der Verlust von RSK führt zu Defekten im axonalen Transport 

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass durch den Verlust von RSK die 

präsynaptischen Proteine BRP und CSP, die zur Synapse transportiert werden sollen, in den 

Axonen der Motoneurone akkumulieren. Für den Transport von präsynaptischem Material zu 

den Axontermini zum Aufbau und Erhalt der Synapsen ist ein komplexes Zusammenspiel 

zwischen Motorproteinen, verschiedenen Transportkomponenten wie beispielsweise Adapter- 

und Gerüstproteinen sowie die lokale Aktivierung von Signalwegen notwendig. Zusätzlich 

existieren Mechanismen, um die Lokalisierung der präsynaptischen Komponenten auf die 

Axontermini zu beschränken (Goldstein, 2008; Maeder, 2014). So führt beispielsweise der 

Verlust von Liprin-α in Motoneuronen von Drosophila zur Bildung ektopischer 

Akkumulationen synaptischer Vesikel und präsynaptischer 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 während des Transports große BRP-Agglomerate im Axon gebildet werden, 

wodurch ektopische Aktive Zonen entstehen. Da der Transport anderer präsynaptischer 

Proteine durch den Verlust von SRPK79D nicht beeinflusst wird, ist anzunehmen, dass die 

Funktion der Kinase spezifisch für die Bildung der Aktiven Zonen an der präsynaptischen 

Membran ist (Johnson, 2009; Nieratschker, 2009). Mutationen in den Motorproteinen 

verursachen große, mit Organellen gefüllte Axonschwellungen, die aber den Transport von 

Mitochondrien nicht beeinträchtigen. Diese Schwellungen sind vermutlich Stellen, an denen 

die Autophagozytose stattfinden kann (Pilling, 2006). In dAcsl (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 führt (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 Phänotypen der RSK-Nullmutante unterscheiden sich in mehreren Aspekten von 

den beschriebenen Phänotypen. 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 

stationären Phasen befinden und weniger in anterograder Richtung transportiert werden, könnte 

RSK eine Funktion in der Regulation der Interaktionen innerhalb des Motorkomplexes aus 

Motorproteinen, Adapter- und Gerüstproteinen und Cargo übernehmen.  

Die Spezifität 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 über das Adapterprotein Milton. Milton wiederum bindet an die Cargo-

Bindedomäne des Kinesins über dem Rezeptor Miro, der mit der mitochondrialen 

Außenmembran interagiert. Die Interaktionen von Motor- und Adapterproteinen bieten 

effektive Möglichkeiten zur Regulation des Transports (Stowers, 2002). Miro dient als Ca2+-

Sensor in der Regulation der Bewegung der Mitochondrien. Bei niedrigen Ca2+-

Konzentrationen bindet das Mitochondrium über den Motor-Adapter-Komplex an Kinesin. Das 

Mitochondrium wird entlang des Axons bewegt, bis Miro erhöhte Ca2+-Konzentrationen 

detektiert. Daraufhin wird die Konformation von Miro verändert, 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 beeinträchtigt. Miro reguliert den anterograden Transport von Mitochondrien und ihre 

exakte Lokalisierung an den Synapsen. RSK könnte den Transport von Mitochondrien in 

anterograder Richtung über die Regulation von Miro beeinflussen. 

Für 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 phosphorylierungsabhängig reguliert, wie die 

von Unc-51-abhängige 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, könnte RSK auch 

einen Einfluss auf die phosphorylierungsabhängige 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 Aktivität von ERK für 

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 Aktivität von GSK3 erhöht. Durch die Phosphorylierung 

von KLC inhibiert GSK3 den schnellen axonalen Transport in einer Cargo-unabhängigen 

Weise (Morfini, 2002). In Neuronen des Hippocampus konnte gezeigt werden, dass die 

Inhibition der GSK3-Aktivität den Transport von Mitochondrien in anterograder Richtung 

stimuliert. In Neuronen des Hippocampus von Ratten konnte gezeigt werden, dass GSK3 durch 

Phosphorylierung von KLC2 die Aktivität von Kinesin-1 blockiert und Langzeit-Depression 

(LTD) inhibiert (Morfini, 2002; Chen, 2007). Aufgrund genetischer Untersuchungen in 

Drosophila kann angenommen werden, dass GSK3 die Aktivität der Motorproteine beeinflusst, 

nicht aber die Interaktion von Cargo und Motorkomplex (Weaver, 2013). Weiter konnte gezeigt 

werden, dass eine erhöhte Aktivität von GSK3 den anterograden Transport von Mitochondrien 

reduziert und das Verweilen in stationären Phasen begünstigt (Morel, 2010). Über in vitro 

Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass RSK2 die Aktivität von GSK3 in 

verschiedenen zellulären Prozessen durch Phosphorylierung inhibiert (Sutherland, 1993; 

Romeo, 2012). Wenn RSK durch Phosphorylierung die Aktivität von GSK3 inhibiert, wird die 

Aktivität von Kinesin-1 begünstigt. Die beobachteten Defekte im anterograden Transport der 

Mitochondrien in der RSK-Nullmutante könnten demnach durch die fehlende Regulation der 

GSK3-Aktivität 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 aufzuklären, sind weitere Untersuchungen 

zum Einfluss von RSK auf die Aktivität von GSK3 nötig. Experimente zur Kolokalisierung von 
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RSK und GSK3 in den verschiedenen Subkompartimenten der Motoneurone könnten 

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, könnte RSK allgemeine Mechanismen zur Regulation des schnellen 

axonalen Transports beeinflussen und nicht spezifische Komponenten der verschiedenen 

Motorkomplexe regulieren. Somit könnte RSK Auswirkungen auf das Mikrotubuli-Cytoskelett 

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

Entlang der Mikrotubuli sind MAPs (microtubule-associated proteins) gebunden, die die 

Polymerisierung und Stabilisierung der Mikrotubuli begünstigen 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 MAP1B ist, modifiziert und somit die Stabilität und Organisation der Mikrotubuli 

verändert (Roos, 2000; Gögel, 2006). RSK könnte durch die Inhibition von GSK3 

Auswirkungen auf die Stabilität 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 Aktivität von ERK 

reguliert, sondern auch die Lokalisierung von aktivem ERK beeinflusst. In weiterführenden 

Untersuchungen könnte der Einfluss von RSK auf die Lokalisierung von FasII analysiert 

werden, um festzustellen, ob die ERK-abhängige FasII-vermittelte Zelladhäsion von RSK 

reguliert wird. Da das Zusammenspiel von ERK und RSK komplex zu sein scheint, könnten 

Untersuchungen des Transcriptoms von RSK-Mutanten auch Aufschluss über 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 Plastizität und Transmission (Putz, 

2004). Immunhistochemische Untersuchungen der Pilzkörper könnten Aufschluss darüber 

geben, ob RSK in den Mikroglomeruli, den synaptischen Verknüpfungen der Kalyx der 

Pilzkörper, prä- oder postsynaptisch lokalisiert ist. Zudem könnten Untersuchungen der 

Volumina der Mikroglomeruli den Einfluss von RSK auf die synaptische Plastizität 

verifizieren. 
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5. 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 hauptsächlich in Regionen des Gehirns 

exprimiert, in denen Lernen und Gedächtnisbildung stattfinden. In Mäusen und Drosophila, die 

als Modellorganismen für CLS dienen, konnten auf makroskopischer Ebene keine 

Veränderungen in den Hirnstrukturen gefunden werden, dennoch wurden in verschiedenen 

Verhaltensstudien Defekte im Lernen und der Gedächtnisbildung beobachtet.  

Die synaptische Plastizität und die einhergehenden Veränderungen in den Eigenschaften der 

Synapse sind fundamental für adaptives Verhalten. Zur Analyse der synaptischen Plastizität 

eignet sich das neuromuskuläre 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 Säugern, die wesentlich für die Bildung von LTP im Hippocampus sind. 

Zunächst konnte gezeigt werden, dass RSK in den Motoneuronen von Drosophila an der 

präsynaptischen Seite lokalisiert ist, wodurch RSK eine Synapsen-spezifische Funktion 

ausüben könnte. Morphologische Untersuchungen der Struktur der neuromuskulären Synapsen 

konnten aufzeigen, dass durch den Verlust von RSK die Größe der neuromuskulären Synapse, 

der Boutons sowie der Aktiven Zonen und Glutamatrezeptorfelder, reduziert ist. Obwohl mehr 

Boutons gebildet werden, sind weniger Aktive Zonen und Glutamatrezeptorfelder in der 

neuromuskulären Synapse enthalten. RSK reguliert die synaptische Transmission, indem es die 

postsynaptische Sensitivität, nicht aber die Freisetzung der Neurotransmitter an der 

präsynaptischen Seite beeinflusst, obwohl in immunhistochemischen Analysen eine 

postsynaptische Lokalisierung von RSK nicht nachgewiesen werden konnte. RSK ist demnach 

an der Regulation der synaptischen Plastizität glutamaterger Synapsen beteiligt. 

Durch immunhistochemische Untersuchungen konnte erstmals gezeigt werden, dass aktiviertes 

ERK an der präsynaptischen Seite lokalisiert ist und diese synaptische Lokalisierung von RSK 

reguliert wird. Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass durch den 

Verlust von RSK hyperaktiviertes ERK in den Zellkörpern der Motoneurone vorliegt. RSK 

wird durch den ERK/MAPK-Signalweg aktiviert und übernimmt eine Funktion sowohl als 

Effektorkinase als auch in der Negativregulation des Signalwegs. Demnach dient RSK in den 
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Zellkörpern der Motoneurone als Negativregulator des ERK/MAPK-Signalwegs. Darüber 

hinaus könnte 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 Plastizität beteiligt ist, indem es die Insertion der AMPA-Rezeptoren zur Bildung 

der LTP reguliert, sollte in dieser Arbeit aufgeklärt werden, ob der Einfluss von RSK auf die 

synaptische Plastizität 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 neuromuskulären Synapse auf die Funktion 

von RSK als Negativregulator von ERK zurückzuführen ist. Die Größe der neuromuskulären 

Synapse sowie die Größe 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 beeinträchtigt ist. Die durchgeführten 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 könnte an der Regulation des 

axonalen Transports von präsynaptischem 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 stationären Phase. Diese Ergebnisse zeigen, dass 

auch der anterograde Transport von Mitochondrien durch den Verlust von RSK beeinträchtigt 

ist.  
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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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Analysis of the genetic interactions of rsk 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. Abkürzungen 
 

AGC     protein kinase A, C und G 

ALS     Amyotrophe Lateralsklerose 

AMPA     α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

Aplip1     APP-like protein interacting protein 1 

BAD     Bcl-2-associated death promoter 

BNDF     brain-derived neurotrophic factor 

BRP     Bruchpilot  

CAMK     Ca2+/Calmodulin-dependent protein kinases 

cAMP     cyclic adenosine-monophosphate 

CAP-Gly    cytoskeleton-associated protein-Glycin-rich domain 

CAST     cytomatrix-associated scaffold protein 

CAZ     Cytomatrix der Aktiven Zonen CAZ 

Cdk     cyclin-dependent kinase 

CLS     Coffin-Lowry-Syndrom 

Cora     Coracle  

CREB     cAMP-response-element-binding protein 

CSP     Cysteine string protein 

CTKD    C-terminale Kinasedomäne 

DCV     Vesikel mit dichtem Kern 

DENN/MAD  differentially expressed in normal and neoplastic cells/MAP kinase activating    

death         domain 

DHC    Dynein heavy chain 

DLG    Disc large  

DNA    Desoxyribonucleic acid 

DrDL2    Dopaminrezeptor 

eEPSC    evozierte exzitatorische postsynaptische Ströme 

EPSC    exzitatorischen postsynaptischen Ströme 

ELK-1/SRF   ETS (E twenty-six)-like kinase-1/ Serum-response factor 

ELKS/CAST   ELKS-rich protein/cytomatrix-associated scaffold protein 

EPSC    postsynaptischen Ströme 

ERK    extracellular-signal regulated kinase 

FasII    FascilinII  

FGF    fibroblast growth factor 

FGFR    fibroblast growth factor receptor 

GDP    Guanosin-Diphosphat 
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GFP    green fluorescence protein 

GluR    Glutamatrezeptor 

GSK    Glykogen-Synthase-Kinase 

GTP    Guanosin-Triphosphat 

H3    Histon H3  

HRP    horseradish peroxidase 

iGluR    ionotrope Glutamatrezeptoren 

Imac    immacculate connections 

ISN     Intersegmentalnerven  

JIP     JNK-interacting protein 

JNK     c-Jun N-terminal kinase 

KHC     schweren Ketten des Kinesins  

KIF     kinesin-like protein  

KLC     kinesin light chain 

Lis1     lissencephaly-1 

LTD     Langzeit-Depression 

LTP     Langzeit-Potenzierung 

MAGUK    membrane-associated guanilate kinase 

MAP     microtubule-associated protein 

MAPK     mitogen-activated protein kinase 

MAPKAPK    MAPK-activated protein kinases 

MAPKK    MAP-Kinase-Kinase   

MAPKKK    MAP-Kinase-Kinase-Kinase  

MBO     membrangebundenen Organellen 

Mef     myocyte enhancer factor 

mRNA     messenger ribonucleic acid 

MSK    mitogen and stress-activated protein kinases 

Myt     membrane-associated inhibitor kinase-1 

Nde1     nude1  

NTKD     N-terminale Kinasedomäne 

Pct-1     Pctaire-kinase-1 

PDK1     pyruvate dehydrogenase kinase 1 

pERK     phosphoryliertes ERK 

PFA     Prarformaldehyd 

PI3K     phosphoinositide-3-kinase 

PKC     protein kinase C 

PSD     postsynaptische Verdichtung 
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PTV     Piccolo-Bassoon transport vesicles 

Rab     Ras-related in brain 

RBP     RIM binding protein 

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

rl     rolled  

rpS6     ribosomale Protein S6 

RSK     p90-ribosomale S6 Kinase II 

S6KII     p90-ribosomale S6 Kinase II 

SDS     Sodium Dodecylsulfate 

SDS-PAGE    SDS-Polyacrylamidgel 

SN     Segmentalnerv 

SNAP    synaptosomal-associated protein 

SRPK79D   Serine/arginine protein kinase 79D  

SSR     Subsynaptischen Retikulum SSR 

SV     Synaptische Vesikel 

SVP     Synaptische Vesikel-Vorläufer 

SYT     Synaptotagmin 

TEVC     Zwei Elektroden Voltage Clamp 

TIF     Transkription-Initiationsfaktor 

TN     Transversalnerven 

TRAK    Trafficking kinesin protein 

Unc     uncoordinated 

ZNS     Zentrales Nervensystem 
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