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1. Einleitung

1. 1. Die Ribosomale S6 Kinase 2

Die Ribosomale S6 Kinase 2 (RSK2) ist eine Ser/Thr Kinase und gehort zur Familie
der RSKs, die beim Menschen sowie bei der Maus jeweils vier Mitglieder umfaf3t
(RSK1-4; Anjum 2008, Frodin 1999, Hauge 2006). Auf der Ebene der Aminosauren
besteht unter ihnen eine Sequenzibereinstimmung von 75-80%. RSKs wurden bei
weiteren Organismen beschrieben und kloniert: Beim Huhn, der Ratte, Drosophila
melanogaster und Caenorhabditis elegans (Alcorta 1989, Grove 1993, Wassarman
1994), nicht jedoch in der Hefe oder bei Pflanzen. Entdeckt wurde RSK 1985 in
Xenopus laevis Oozyten als intrazellulare Kinase, die in vitro die 40 S ribosomale
Untereinheit S6 phosphoryliert und wegen des Molekulargewichts von 90 kDa als
p90 RSK bezeichnet wird (Erikson 1985). Die Phosphorylierung des S6 Proteins soll
die Translation bestimmter mRNAs, die fur das Wachstum von Zellen von Bedeutung
sind, steigern. Spater stellte sich heraus, dal® die S6 Phosphorylierung in vivo
hauptsachlich durch eine andere Kinase, namlich die p70 S6K erfolgt, von der es
zwei Formen (S6K1 und S6K2) gibt (von Manteuffel 1997, Banerjee 1990). Die p70
S6K unterscheidet sich von RSK dadurch, da® sie nur eine zu RSK homologe N-
terminale, jedoch keine C-terminale Kinase-Domane besitzt. Kurzlich wurde jedoch
gezeigt, dall auch p90 RSK in vivo das S6 Protein phosphoryliert (Roux 2007).

Insgesamt sind bislang wenige isoform-spezifische Funktionen fir RSK1-4 bekannt.

Das Besondere an den RSKs ist das Vorhandensein zweier unterschiedlicher
Kinase-Domanen: Einer N-terminalen und einer C-terminalen Domane, verbunden
durch eine Linker-Region (Abb. 1). Die N-terminale Kinase Domane ist homolog zu
den Kinasen der AGC Familie (z.B. PKA, PKC) und fur die Phosphorylierung der
Substrate verantwortlich. Die C-terminale Doméne ist homolog zu den
Calcium/Calmodulin ~ abhangigen  Kinasen (CamK) und normalerweise
autoinhibitorisch fir die N-terminale Domane. Eine ERK Bindungs-Domane (D-
Domane) am C-terminalen Ende erlaubt die Bindung von ERK1 und ERK2 und die
Aktivierung der C-terminalen Domane von RSK durch diese Kinasen. Auch ERKS
aktiviert RSK und bindet an die gleiche D-Domane (Ranganathan 2006).

Ausschlieldlich bei RSK3 befindet sich am N-Terminus eine Kern-Lokalisierungs-



Sequenz (Zhao 1995). Die sechs bekannten Phosphorylierungsstellen sind in allen
RSK Isoformen konserviert (Abb. 1).

Die Aktivierung von RSK erfolgt Uber mehrere Schritte. Thr573 in der C-terminalen
Domane wird durch ERK phosphoryliert. Dazu mul3 ERK1/2 oder ERK5 an die D-
Domane binden. Ser380 in der Verbindungsregion wird durch die C-terminale
Domane phosphoryliert wodurch eine Bindungsstelle fur die Pyruvat Dehydrogenase
Kinase 1 (PDK1) geschaffen wird. Diese Kinase kann erst nach Bindung voll aktiv
werden und Ser221 in der N-terminalen Domane phosphorylieren. Dies flhrt zur
vollstandigen Aktivierung der N-terminalen Domane, welche dann die Substrate
aktivieren kann. Die einzige bekannte Phosphatase, die die Aktivitat speziell von
RSK2 reduziert, ist die Protein Phosphatase-2Cd (Doehn 2004).

(D Ser22

RSK1 EKKAYBFCGTVEY...@PRDSPGIPP...FRGFSFV...LLMBPCYT...LAQRR-VRKLPSTTL*

RSK2 EKKAYBFCGTVEY...@PKDSPGIPP...FRGFSFV...LLMBPCYT. . .LAQRRGIKKITSTAL*
RSK3 DKRAYSFCGTIEY...@PTDSPGVPP...FRGFSFV...LLMEPCYT. ..LAQRRGMKRLTETRL*
RSK4 EKKAY@FCGTVEY. . .H@PKDEPGLPA...FRGF@FV...LLL@PCYT. . .LAQRRSMKKRTETGL*
Activation- Turn motif Hydrophobic  Activation- ERK—docking motif
loop site motif loop site : I '
D domain

Abb. 1: Dargestellt ist die Doméanenstruktur der RSKs. Die N-terminale und C-
terminale Domé&ne sind durch eine Linker-Region verbunden. Die Aktivierung der
RSKs erfolgt durch Phosphorylierung an sechs Phosphorylierungsstellen. Am C-

Terminus befindet sich eine ERK-Bindungsdoméne (D-Doméne). Aus Anjum, 2008.
Strukturell und funktionell ahnlich den RSKs sind die MSKs (Mitogen and Stress
activated Kinase; MSK1 und 2), welche ebenfalls 2 Kinase-Domanen besitzen. RSKs

werden von ERK 1/2 und ERK 5 durch Phosphorylierung nach extrazellularer
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Stimulierung durch Wachstumshormone, Neurotransmitter, Chemokine und andere
Stimuli aktiviert (Ranganathan 2006; Abb. 2). Die Ligandenbindung an den
Zelloberflachenrezeptor fuhrt z.B. im Fall der Neurotrophine zur einer Tyr-
Autophosphorylierung und Bindung von Adapter-Molekulen wie Grb2 (growth factor
receptor-bound protein 2), welche das Signal Uber SOS (son of sevenless) an RAS
weitergeben. Uber RAF und MEK wird dann die MAPK ERK aktiviert. Die Aktivierung
von ERK fuhrte in allen gemessenen Fallen auch zu einer Aktivierung von RSK. Dies
kommt unter anderem daher, dal} beide Proteine in der Zelle aneinander gebunden
vorliegen (Scimeca 1992). In Xenopus Oocyten lagen 50% der ERK2 Proteine mit
RSK in einem Komplex vor (Hsiao 1994). Damit fihrt RSK die RAS-RAF-MEK-ERK
Signaltransduktionskaskade mit zwei weiteren Schritten in Form der C-terminalen
und N-terminalen Kinase-Domaéane fort (Abb. 2). Weiterhin werden RSKs durch die
p38 MAPK aktiviert (Zaru 2007).

© o Serumy/EGF Abb. 2: Schematische Darstellung der
0D Plasma RSK-Aktivierung. RSK wird durch ERK

und auch PDK1 aktiviert. U0126 ist ein
@@g Otoplasm  MEK-Inhibitor. Aus Anjum, 2008.

¥
UO126—1
¥
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RSKs befinden sich in verschiedenen zellularen Kompartimenten wie dem Zytosol,
dem Zellkern oder an der Plasmamembran. Die Gabe von Wachstumsfaktoren zu
HelLa Zellen fuhrte zur Aktivierung von RSK sowohl im Zytosol als auch im Zellkern.
Ein Teil des zytosolischen RSK wanderte nach Aktivierung in den Zellkern (Chen
1992, Zaho 1995). Eine Groldteil von RSK wird an der Plasmamembran aktiviert. Die
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Anwesenheit an der Plasmamembran flhrt auch zur Aktivierung ohne die Einwirkung
von ERK (Anjum 2008), wobei der Grund dafir nicht klar ist.

RSK1-3 mRNA wird in allen bisher angeschauten Geweben exprimiert, wobei es
jedoch Gewebe-spezifische Variationen im Expressions-Niveau gibt. RSK7 mRNA
wird hauptsachlich in Niere, Lunge und Pankreas, RSK2 und RSK3 mRNA
hauptsachlich im Skelettmuskel, Herz und Pankreas exprimiert (Anjum 2008). Zur

Gehirn-spezifischen Expression siehe unter 1. 3.

RSKs spielen eine Rolle bei der Regulierung des Zellzyklus, der Proliferation und
Apoptose, der Differenzierung von Zellen, der Transkription, Translation, der
synaptischen Plastizitat und des Dopaminstoffwechsels im Gehirn (Anjum 2008,
Pereira 2008). Nukleare Substrate von RSK sind u. a. die Transkriptionsfaktoren
CREB, ATF4 (CREB-2), SRF, NF-kB, NFATc4, und NFAT3, sowie IE (immediate
early) Genprodukte wie c-Fos, c-Jun und Nur77, aulRerdem Histone. GSK3[ und und
das proapoptotische Protein BAD werden im Zytosol von RSK phosphoryliert. RSK2
spezifische Substrate sind CREB, p53 (Cho 2005) und Histon H3. Die
Phosphorylierung von Histon H3 soll dessen Acetylierung und damit die
Dekondensierung und Transkribierung des Chromatins verstarken (Hanauer 2002).
Es konnte aber gezeigt werden, dall nicht RSK2 sondern die MSKs die
hauptsachlichen Kinasen fur Histon H3 in Fibroblasten sind. Die H3-
Phosphorylierung war in Fibroblasten von CLS Patienten normal (Soloaga 2003). Bei
den anderen genannten Substraten wurde keine Unterscheidung zwischen den RSK
Isoformen gemacht oder es waren mehrere RSK Isoformen gleichermalien Substrat-

spezifisch.

Uber die Regulation der Translation durch RSK war schon langer bekannt, daf
aktiviertes RSK1 und 2 in hippocampalen Zellen nach Aktivierung von metabotropen
Glutamatrezeptoren zu Polyribosomen wandert und die Phosphorylierung von
Ribosomen-assoziierten Proteinen stimuliert (Angenstein 1998). In letzter Zeit kamen
mehr und mehr Indizien dazu, die fur eine Regulation der Translation durch RSK
sprechen, nachdem zuvor hauptsachlich der Einflu der p70 S6 Kinase bekannt war:
RSK phosphoryliert den Translations-Initiationsfaktor elF4B in vivo und in vitro
wodurch die Translationsrate erhoht wird (Shabazian 2006). AulRerdem flihrt RSK
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Uber die Phosphorylierung von TSC2 zu verstarkter mTOR-Aktivitat und damit zu
erhohter Translation (Roux 2004). Weiterhin wurde inzwischen auch ein positiver
Einflud auf die Translation durch RSK uber die Phosphorylierung des S6 Proteins
gezeigt (Roux 2007). Ein weiterer Mechanismus, der wiederum zu verstarkter
Translation fuhrt Iauft Gber die Phosphorylierung und Inhibition von GSK3p (Cohen
2001).

RSK wirkt positiv auf das Uberleben von Zellen durch die Phosphorylierung von BAD,
wodurch seine Bindung an 14-3-3 Protein verstarkt wird, was dazu fuhrt, dall BAD
nicht mehr die Uberlebensférdernde Funktion von BCL-x. hemmen kann (Bonni
1999). Der selbe Uberlebensfordernde Effekt wird durch Phosphorylierung des
proapoptotischen Proteins DAPK (Death-associated protein kinase) durch RSK1 und
RSK2 erreicht (Anjum 2005). Ein anderer Weg auf das Uberleben einzuwirken l3uft
Uber die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren: Es konnte gezeigt werden,
daR die CREB-Phosphorylierung durch RSK2 das Uberleben von primaren corticalen
Neuronen erhoht. Dies erfolgt Uber die verstarkte Transkription von BCL2
Familienmitgliedern als auch von BDNF (Bonni 1999, Ginty 1994, Xing 1996). Eine
Funktionen von RSK beim Axonwachstum betrifft die Phosphorylierung des Zell-
Adhasionsmolekiils L1. L1 ist von Bedeutung flr die Zielfihrung beim Axonwachstum.
In PC12-Zellen konnte durch Hemmung der L1 Phosphorylierung an der Stelle, an
der RSK das Molekul phosphoryliert, das Neuritenwachstum gehemmt werden
(Wong 1996).

Mehrere Veroffentlichungen machten einen Einflud von RSK auf Tumorwachstum
und -entstehung deutlich: In Brust- und Prostatatumoren sind RSK1 und 2 vermehrt
exprimiert (Clark 2005, Smith 2005). RSK2 abhangige c-fos Phosphorylierung spielt
eine Rolle bei der Bildung von Osteosarcomen in der Maus (David 2005). RSK2
beeinflult das Uberleben von humanen Myeloma-Zellen (Kang 2007). RSK3 ist beim

Ovarial-Carcinom ein Tumorsuppressor (Bignone 2007).

Mittlerweile stehen auch mehrere RSK-Inhibitoren zur Verfiigung: SL0101 z. B.
hemmt die Proliferation von humanen Brustkrebs-Zellen (Clark 2005). Fmk,
spezifisch fur die C-terminale Domane und BI-D1870, spezifisch fur die N-terminale
Domane, sind weitere RSK Inhibitoren (Cohen 2005, Sapkota 2007).
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Eine neuere Veroffentlichung gibt Hinweise fur einen moglichen Effekt von RSK2 auf
die synaptische Ubertragung, wodurch die kognitiven EinbuRen bei CLS-Patienten
erklart werden konnten, so die Autoren (Zeniou-Meyer 2008). Die Phospholipase D
spielt eine Rolle bei der Membranfusion von Vesikeln in Chromaffin-Zellen und
Neuronen und wird durch RSK2 phosphoryliert. Der Exozytose-Prozess wird z.B.
durch siRNA knock-down von RSK2 negativ beeinflul3t. Einen weiteren Hinweis auf
die Funktion von RSK2 an der Synapse gibt eine Untersuchung an corticalen
Neuronen, die eine Bedeutung des PDZ [postsynaptic density fraction (PSD)95/discs
large/Z0O-1]-Liganden in der C-terminalen Domane von RSK2 fir die AMPA-Rezeptor
abhangige mEPSC (miniature evoked postsynaptic current) Frequenz zeigt (Thomas
2005). Zwei neuere Publikationen zeigen eine Interaktion von RSK2 mit dem
Serotonin-Rezeptor 5-HT2A. RSK2 phosphoryliert den 5-HT2A-Rezeptor und hemmt
die 5-HT2A-Rezeptor abhangige ERK-Phosphorylierung (Sheffler 2006, Strachan
2008). Eine weitere Isoform-spezifische Funktion: Bei PC12-Zellen fihrt RSK1 zur
Differenzierung ohne Zugabe von NGF wogegen RSK2 daflir nicht hinreichend ist
(Silverman 2004).

1. 2. Das Coffin-Lowry-Syndrom

Das Coffin-Lowry Syndrom (CLS) ist eine X-Chromosomal gebunden vererbte Form
syndromaler geistiger Behinderung, welche durch Mutationen im humanen RSK2-
Gen verursacht ist (Hanauer 2002, Hunter 2002). Es wurde unabhangig voneinander
zuerst beschrieben von Coffin (1966) und Lowry (1971). ,Syndromal“ bedeutet in
diesem Zusammenhang, dal® auller der geistigen Behinderung noch andere,
korperliche Krankheitssymptome bestehen. Im Fall des CLS sind dies vor allem
Defekte im Knochenwachstum. Wegen der Lage des RSK2-Gens auf dem X-
Chromosom sind die hemizygoten mannlichen Patienten wesentlich schwerer
betroffen als die heterozygoten weiblichen Patienten. In GUber 80% der Falle tritt die

Erkrankung sporadisch auf.
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Abb. 3: Vier ménnliche CLS-
Patienten mit der typischen

Facies. Aus Hanauer, 2002.

Die geistige Behinderung ist bei mannlichen Patienten grundsatzlich als schwer
einzustufen, wahrend bei weiblichen Patienten das Spektrum von vollig normalem 1Q
Uber mittlere bis zu schwerer geistiger Behinderung reicht. In einer Studie von
Simensen war der durchschnittliche IQ bei mannlichen Betroffenen 43,2, bei
weiblichen Patienten 65,0 und bei normalen Kontrollen 90,8. In einer Testung des
Kurzzeitgedachtnisses zeigte sich eine Schadigung schon bei heterozygoten Gen-
Tragerinnen und eine noch starkere Schadigung bei Betroffenen mit vollem
Krankheitsbild (Simensen 2002). Es zeigte sich bei weiblichen Gen-Tragerinnen ein
im Vergleich zur Normalbevdlkerung haufigeres Auftreten von psychiatrischen
Krankheitsbildern wie schizophrenen Psychosen oder Depression (Collacott 1987,
Sivagamasundari 1994). Neurologische bzw. motorische Auffalligkeiten sind
Krampfanfalle, angeborene generalisierte Hypotonie, Sturzattacken,
Unterentwicklung der Muskeln und Schwerhorigkeit (Coffin 2003, Hanauer 2002,
Ronce 1999, Touraine 2002, Trivier 1996). Aulerdem gibt es Berichte Uber
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Paraplegie, neurogene Veranderungen in der Muskelbiopsie (Temtamy 1957) und
Reduktion von Amplitude und Leitgeschwindigkeit in der elektrophysiologischen
Untersuchung des Nervus peronaus und Nervus tibialis posterior (Vine 1986). Am
auffalligsten sind jedoch die Abnormalitaten des Skeletts: Mannliche erwachsene
Patienten sind im Durchschnitt 1,43 m gro3. Grobe Gesichtszuge, Hypertelorismus,
breite Nase und dicke Lippen kennzeichnen die Facies (siehe Abb 3). Haufig
vorkommend sind auflerdem Kyphoskoliose, kurze, distal spitz zulaufende Finger
und eine Vierfingerfurche sowie Fehlfunktionen der Mitralklappe des Herzens.
Weibliche CLS Patienten leben bis ins hohe Alter wogegen mannliche friher
versterben. Es gibt Berichte Uber mannliche Patienten in den 30ern. Detaillierte

Informationen gibt es hierzu nicht.

Mutationen im RSK2-Gen sind ursachlich fur die Erkrankung verantwortlich. Dies
wurde zuerst 1996 gezeigt (Trivier 1996). Das humane RSK2-Gen liegt auf dem X-
Chromosom in der Region Xp22.2, hat 22 Exone und kodiert fur ein Protein mit 740
Aminosauren. Es wurden verschiedenste Mutationen in allen Exonen, bis auf Exon 1
und 2, von Missense- Uber Nonsense-Mutationen bis zu kleineren Deletionen und
Insertionen gefunden. Zahlreiche Missense-Mutationen fuhren zu
Aminosaureaustauschen in der Nahe von Phosphorylierungsstellen. Andere
Mutationen verursachen einen verfrUhten Translationsstop, was in der Mehrzahl der
Falle zu einem nicht funktionsfahigen Protein fuhrt. Interessanterweise wurde kein
Zusammenhang zwischen spezifischen Mutationen und der Schwere oder der Art
und Weise der Auspragung der Erkrankung entdeckt. Allerdings zeigte sich eine
Tendenz zu leichterer Krankheitsauspragung im Falle von Missensmutationen im
Vergleich zu Mutationen die zu einem trunkierten Protein fuhren, was darauf
schliellen laRt, dall Restfunktionen veranderter RSK-Proteine von Bedeutung sein

mogen (Hanauer 2002).

Wie ein Funktionsverlust des RSK2-Proteins zu intellektuellen Einschrankungen fuhrt
ist nicht klar. Auf der makroskopischen Ebene zeigen sich keine Auffalligkeiten des
Gehirns bis auf gelegentlich vorkommende Ventrikelvergrofierungen. Man vermutet
eine Schadigung synaptischer Plastizitat, da die ERK/MAPK Signalkaskade eine
Rolle bei Lernen und Gedachtnis spielt (Atkins 1998) und auch CREB, welches von

RSK2 aktiviert wird, eine Rolle insbesondere bei der Ausbildung des
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Langzeitgedachtnisses spielt (Silva 1998). Fibroblasten von CLS Patienten zeigen
eine verminderte CREB Phosphorylierung nach EGF Stimulation. Harum et al. (2001)
fanden sogar eine Beziehung zwischen der Phosphorylierung des synthetischen
CREB-like Peptids durch RSK2 aus Fibroblasten und Lymphoblasten von CLS

Patienten nach Stimulation durch PMA und dem Intelligenzquotienten der Patienten.

Wahrend die beiden anderen Mitglieder der RSK Familie RSK1 und 3 nicht mit einer
Krankheit in Verbindung gebracht werden gibt es Hinweise, dal} Mutationen im

RSK4-Gen zu geistiger Behinderung flihren (Yntema 1999).

1. 3. Die Bedeutung von RSK2 fir Lernen und Gedachtnis: RSK2-KO Mause und

Expressionsanalysen

Zwei unabhangige KO-Mausstamme fur RSK2 wurden einer Verhaltensanalyse
unterzogen. In beiden Linien zeigten sich Auffalligkeiten im Lernen. Dufresne (2001)
unterzog die Mause einer vereinfachten Version des Morris water-maze-Tests. Zehn
Wochen alte RSK2-KO Mause wurden in ein Becken mit Wasser gesetzt und mufdten
eine unsichtbare Plattform finden. Es wurde einfach die Zeit bis zum Auffinden der
Plattform gemessen, wobei das Experiment drei mal wiederholt wurde, so dal} die
Autoren die Latenz bis zum Auffinden der Plattform als Mald des Lernens
betrachteten. RSK2-KO Mause bendtigten ca. sieben mal so lange wie WT Mause.
Die Koordination wurde mit dem rotarod, einem sich drehenden Rad, getestet. 20
Wochen alte RSK2-KO Mause hatten Koordinationsschwierigkeiten, was sich daran
zeigte, dal} sie seltener bis zum Ende des Test auf dem Rad verblieben weil sie
herunterfielen. Die gestdrte Koordination stellt jedoch die Ergebnisse im Lerntest in
Frage, da auch eine Koordinationsstérung die Latenz bis zum Auffinden der Plattform
verlangert, unabhangig von der Erinnerung, wo die Plattform war. Die RSK2-KO
Mause waren 14 % kurzer und wogen 10 % weniger als die WT Mause. Weitere
Experimente bezlglich des Nervensystems wurden mit diesen Mausen nicht

gemacht, da die Linie ausstarb (personliche Mitteilung Christian Bjorbaek).

Eine wesentlich detailliertere Verhaltensanalyse wurde mit einer anderen RSK2-KO
Maus-Linie im Labor von A. Hanauer (Stral3burg; Poirier 2007) in Zusammenarbeit

mit dem Labor von H.P. Lipp in Zurich gemacht. Diese Linie wurde in dieser
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Promotionsarbeit verwendet und war erstmals von Yang (2004) veréffentlicht worden.
Die Mutante sei eine Null-Mutante mit normaler Expression von RSK1 und RSK3. Im
Western-blot wurde gezeigt, dal® das RSK2-Protein nicht mehr vorhanden ist. Der
Knock-out wurde im C57BL/6 Hintergrund mit Hilfe eines Vektors mit einer
Neomycin-Kassette mit drei anschlieRenden Stop-Kodons in unterschiedlichen
Leserastern in Exon 2 hergestellt. Die Mause hatten eine normale Lebenserwartung
und waren leichter, dies jedoch nicht signifikant. Sie waren auch nicht kirzer als die
WT Mause. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Dufresne waren bei diesen
Mausen keine Auffalligkeiten in der Muskelkraft oder Koordination zu finden. Im ,8-
arms radial maze“, einem Test des Arbeitsgedachtnisses, zeigten die KO Mause
einen leichten Defekt. Im ,Morris water-maze® zur Messung des raumlichen
Gedachtnisses bendtigten sie eine langere Zeit zur Erlernung der korrekten
Plattform-Lokalisation und hatten einen Langzeitgedachtnis-Defekt nach neun Tagen.
Keine Auffalligkeiten gab es daflir in mehreren anderen Lern-Paradigmen wie dem
Objekt-Erkennungs-Paradigma (Object recognition) und dem Geschmacks-

Vermeidungs-Paradigma (taste-aversion).

Interessanterweise gab es noch einige Hinweise auf eine erhdhte spontane Aktivitat
bzw. geringere Angstlichkeit. Zwar war das Explorations-Verhalten im freien Arena
(open-field) Test normal, die KO Mause =zeigten jedoch haufigere plotzliche
Beschleunigungen (darting-Verhalten) beim Laufen. Auch waren sie im O-Labyrinth
(O-maze) und einem Test, bei dem das Verlassen eines sicheren Unterschlupfes

gemessen wird, mutiger.

CAl

Abb. 4: Der Tri-Synaptische Aufbau des Hippocampus. Querschnitt durch die

Hippocampus-Formation. EC=Entorhinaler Kortex; DG=Gyrus Dentatus. Der Tractus
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perforans lduft vom Entorhinalen Kortex zu 1. Die Moosfasern laufen von 1 zu 2, die

Schaffer-Kollateralen von 2 zu 3. Aus Amaral, 1993.

RSK2 scheint also auch bei Mausen eine Bedeutung fur die Kognition zu haben.
Ahnlich wie bei CLS-Patienten liegen Gedachtnisstérungen vor. In der Tat ist die
RSK2 RNA im Hippocampus der Maus exprimiert. Der Hippocampus ist bei Sdugern
die wichtigste Gedachtnisregion im Gehirn (Kandel 2000) und besteht aus dem
Gyrus dentatus und den Regionen CA1 (cornu ammonis, Ammonshorn), CA2 und
CA3. Diese Regionen mit unterschiedlichen Aufgaben in der Gedachtnisverarbeitung
werden durch Faserbuindel verbunden. Der Tractus perforans ist die Eintrittspforte in
den Gyrus dentatus und damit in den Hippocampus. Von dort lduft das
Moosfaserbindel, das aus Axonen der Gyrus Dentatus Kornerzellen besteht, zur
CAS3 Region, von wo aus die Schaffer-Kollateralen (Axone der Pyramidenzellen) zur

CA1 Region laufen.

Die Synapsen in den drei genannten Regionen haben die Fahigkeit zu LTP
(Langzeitpotenzierung). Dies ist ein neurophysiologischer Mechanismus, den man
als Grundlage der Bildung von Gedachtnisspuren im Gehirn betrachtet. LTP tritt z.B.
bei klinstlicher Reizung einer Nervenbahn mit hochfrequenten elektrischen Impulsen
als eine Zunahme der synaptischen Ubertragungsstarke auf. RSK2 kénnte Gber die
Beeinflussung der Langzeitpotenzierung z.B. im Hippocampus eine Rolle bei der

Ausbildung des Gedachtnisses spielen.

In situ Hybridisierungen im Gehirn von acht Wochen alten CD-1 Mausen zeigten
insgesamt eine niedrige RSK2 Expression in den meisten Arealen, jedoch eine
deutliche Expression im Hippocampus, v.a. in der CA3 Region (Zeniou 2002). Im
Kleinhirn war die Expression in den Purkinje Zellen und in einigen Kerngebieten
deutlich vorhanden. AuRerdem war die RNA im Neokortex und dem piriformen Kortex
zu finden. Die RSK1 RNA Expression war im Gehirn durchgehend sehr niedrig. Die
RSK3 RNA war insgesamt am starksten im gesamten Gehirn vertreten, so im
gesamten cerebralen Kortex, der lateralen Amygdala und im Nucleus accumbens. Im
Hippocampus war die RSK3 RNA in den Kornerzellen des Gyrus dentatus zu finden.
Mit einem N-terminalen polyklonalen Ak gegen RSK2 wurde auch das RSK2-Protein
in den Purkinje Zellen des Kleinhirns und in der CA1-CA3 Region des Hippocampus
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nachgewiesen. Vom Hippocampus liegen daflir jedoch keine Abbildungen vor, das
Ergebnis wird nur im Text mitgeteilt. Spezifitdtskontrollen gibt es nicht. Die Autoren
schlieBen aus dem Expressionsmuster von RSK2 auf eine Bedeutung fur die
synaptische Ubertragung und die Ausbildung von Lernen und Gedéchtnis. In der
selben Arbeit von Zeniou wurden auch Northern blots von adultem humanem
Hirngewebe gemacht. Dort war die RSK2 RNA am starksten im Kleinhirn, dem

Occipital-Pol und dem Frontal-Lobus exprimiert.

RSK2-KO Mause sollen einen circadianen Rhythmus Phanotyp haben: Der Tages-
Rhythmus ohne &auliere Zeitgeber dauert langer (Poster neuroscience-meeting,
Butcher 2006). Neuerdings wurde im Gehirn von RSK2-KO Mausen ein erhOhter
Dopamin Gehalt mittels HPLC gefunden, bei 5-HT (Serotonin) bestand eine Tendenz
zu Erhéhung im KO. AulRerdem waren der Dopamin Rezeptor 2 und der Dopamin
Transporter Uberexprimiert. Zudem wurde eine erhdhte Expression von ERK1/2 und

auch p-ERK gefunden (Marques Pereira 2008).

KO Mause fur die p70 S6 Kinasen S6K1 und S6K2 haben ebenfalls Defizite im

Lernen in der Angstkonditionierung und im ,Morris Water Maze“ (Antion 2008).

1. 4. Motorische Neurone und die neuromuskulare Synapse bei Sdugern

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Untersuchung peripherer Neurone, also
motorischer Neurone, die die Muskeln versorgen, und der neuromuskularen Synapse.
An der neuromuskularen Synapse wurden anatomische und funktionelle
Untersuchungen durchgefuhrt als es noch nicht mdglich war dies an den kleineren
und schwerer zuganglichen zentralen Synapsen zu tun (Sendtner 1998). Das
besondere an Motoneuronen im Vergleich zu zentralen Neuronen ist aullerdem die
teilweise extreme Lange der Axone, die z.B. von der Wirbelsaule ununterbrochen bis
zu den Zehen laufen. Damit sind z.B. besondere Anforderungen an den axonalen
Transport gestellt. Die Zellkérper der Motoneuronen liegen im Vorderhorn des
Rackenmarks in verschiedenen Ebenen, je nachdem, welche Muskeln von ihnen
versorgt werden (Kandel 2000). Verschiedene grofteils genetisch bedingte
Krankheiten beim Menschen kdnnen die Motoneurone schadigen, so die spinale

Muskelatrophie (SMA) oder amyotrophe Lateralsklerose (ALS). Diese Krankheiten
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fuhren zu Lahmungen der Muskulatur z.B. der Arme und Beine aber auch der
Atemmuskulatur, was haufig zum Tode flihrt. Als molekulare Ursache fir die
Degeneration von Motoneuronen wird z.B. eine Dysfunktion der Wirkung der
neurotrophen Faktoren, ihrer Rezeptoren und intrazellularen Signalwege betrachtet.
Neurotrophe Faktoren sind Proteine, die Uber die Bindung an spezifische Rezeptoren
fir das Uberleben von Neuronen sorgen. Das funktioniert wie z.B. in Abb 3
dargestellt Uber die Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaden, zu denen unter

anderem auch die RSKs gehoren.

Neurotrophine werden z.B. von Zielgeweben wie Muskeln sezerniert. Wahrend der
Embryonalentwicklung der Maus werden wesentlich mehr Neurone angelegt als
spater bendtigt werden. Das selektive Vorhandensein von Neurotrophinen fuhrt dann
zum Uberleben einer Untergruppe von Motoneuronen und zum Absterben nicht
bendtigter Motoneurone. Mehrere neurotrophe Faktoren wurden z.B. in Zellkulturen
u.a. von isolierten Motoneuronen untersucht und entdeckt (Sendtner 1998). Der erste
entdeckte neurotrophe Faktor war der Nerve Growth Factor (NGF) (Levi-Montalcini
1954). Weitere neurotrophe Faktoren sind Brain Derived Neurotrohic Factor (BDNF),
Neurotrophin 3 (NT-3) und Neurotrophin 4/5, welche auch das Uberleben von
Motoneuronen fordern (Sendtner 2000). Weitere neurotrophe Faktoren, die nicht zu
der Neurotrophin-Klasse gehoéren sind z.B. Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) und
Glial Cell Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (Kandel 2000). NGF bindet an den
Rezeptor Tropomyosin related kinase Receptor A (TrkA), BDNF (Barde 1982) und
NT-4/5 an TrkB. Ein weiterer Rezeptor fiir diese Neurotrophine ist p75"'~, welcher
mit dem Trk Rezeptor einen Komplex bildet und seine Signaltransduktion moduliert.
Die Trk Rezeptoren geben das Signal durch Dimerisierung und
Autophosphorylierung an die nachgeschaltete Signalkaskade weiter, was letztendlich
zu einer veranderten Genexpression fuhrt aber auch direktere Effekte z.B. auf die

neuronale Erregbarkeit und die synaptische Ubertragung hat.

Teil der intrazellularen Signalkaskade der Neurotrophin-Rezeptoren ist RSK. In
kultivierten corticalen Neuronen wird RSK nach BDNF-Stimulation verstarkt
phosphoryliert. In PC12 Zellen fuhrt die Behandlung mit NGF zur Phosphorylierung
von RSK (Rakhit 2004). Neurotrophine werden am Axon-Terminus internalisiert und

retrograd zusammen mit dem Trk Rezeptor durch das Axon zum Zellkérper
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transportiert. Sie werden aber auch anterograd transportiert und wie Neurotransmitter
am Axon-Terminus sezerniert (Poo 2001). Insbesondere BDNF fordert das
Uberleben (Becker 1998), aber auch das Axonwachstum (Braun 1996) von
Motoneuronen. Neurotrophine spielen auch eine wichtige Rolle fur synaptische
Plastizitat (Bramham 2005, Poo 2001) und Lernen und Gedachtnis (Lu 2009). BDNF
ist von Bedeutung fir die adulte Neurogenese im Hippocampus und damit wiederum
auch fur Lernen und Gedachtnis (Lee 2009) sowie fur hippocampale LTP (Korte
1995). Ein menschlicher BDNF Polymorphismus hat sogar einen EinfluR auf

menschliches Gedachtnis und die Hippocampusfunktion (Egan 2003).

Doch nicht nur neurotrophe Faktoren beeinflussen die Differenzierung und das
Uberleben von Neuronen: Depolarisationen, die zu intrazelluldren Ca** Erhéhungen
durch Ca®* Einstrom durch spannungsabhingige Ca?* -Kanidle oder aus Ca®'
Speichern flihren, wirken sich auf die Differenzierung aus (Spitzer 2002). Erhdhte
Kalium-Konzentrationen oder Glutamat-Rezeptor Agonisten im Kulturmedium

beeinflussen das Uberleben von Neuronen positiv (Sendtner 2000).

Die Motoneurone von Saugern schitten an der neuromuskularen Synapse als
Neurotransmitter  Acetylcholin  (ACh) aus, was postsynaptisch an der
Muskelmembran an nikotinische ACh Rezeptoren bindet. Der Muskel wird an
spezialisierten  Regionen, den sogenannten Endplatten innerviert. Die
Endverzweigungen der Motoneurone bilden Auftreibungen, welche Boutons genannt
werden. Die Boutons liegen gegentber einer postsynaptischen Einfaltung der
Membran, die die ACh Rezeptoren enthalt. Der synaptische Spalt ist im Vergleich
zum zentralen Nervensystem sehr breit: 100 nm. Prasynaptisch liegen einer
postsynaptischen Einfaltung gegenuber die aktiven Zonen. Dies sind die Bereiche
der Prasynapse an denen die Transmittervesikel ausgeschuttet werden konnen.
Dafiir muR Giber die dort ebenfalls befindlichen Ca®* Kanale Ca?* einstrémen. Der Ort
der Vesikelfusion mit der Membran wird u.a. durch die ,cytomatrix associated with
the active zone® (CAZ) bestimmt. Die Vesikelfusion wird mit Hilfe des SNARE-
Komplexes bewerktstelligt zu dem auch VAMP2 (Vesikel assoziiertes Membran
Protein2) gehort. Dieses Protein wird auch Synaptobrevin genannt und wird haufig in
der Immunhistochemie als prasynaptischer Marker verwendet. CAZ Proteine, die

eine Gerust-Funktion haben oder mit dem Vesikel-Umsatz zu tun haben sind z.B.
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Bassoon, Piccolo, Munc13-1, CAST (,CAZ associated structural protein“)1 und
CAST2/ERC1 (Deguchi-Tawarada 2004). Die von Motoneuronen sezernierten
Proteine wie z.B. Agrin oder Neuregulin haben einen Einflu® auf die Struktur der
Postsynapse. Umgekehrt beeinflussen von der Postsynapse abgegebene Proteine
wie BDNF die Differenzierung und das Uberleben der Motoneurone. Zentrale
Synapsen haben eine groRe Ahnlichkeit mit Nerv-Muskel-Synapsen z.B. beziiglich
der Vesikelproteine, der aktive Zonen-Proteine und der Transmitterausschuttung.
Dennoch gibt es Unterschiede, wie z.B. die Abwesenheit einer Basallamina mit
Lamininen im ZNS, weshalb andere Adhasionsmolekile den Zellkontakt

gewahrleisten mussen (Kandel 2000).

Motoneurone konnen in Kultur gehalten werden, wo sie Axone und Dendriten
auswachsen. Die Schwierigkeit einer primaren Neuronkultur besteht darin, daf}
Neurone sich ab einem gewissen Entwicklungsstadium nicht mehr teilen und
aulRerdem die Unterstitzung von z.B. Hiullzellen oder trophischen Faktoren bendtigen.
Die erste Motoneuronkultur wurde 1981 veroffentlicht (Schnaar 1981). Da
Motoneurone eine nur in relativ kleinen Mengen vorkommende Zellart im
Rickenmark sind mussen sie mit bestimmten Techniken (siehe Materialien und
Methoden) angereichert werden, um eine maoglichst reine Kultur zu erhalten. In dieser
Kultur kdnnen dann Axone und Dendriten gesondert untersucht werden, dies im
Gegensatz zu z.B. PC12-Zellen mit nur einer Art von Neuriten. Wachsende Axone
haben an der Spitze eine Amodben-ahnliche Verbreiterung, die Wachstumskegel
genannt wird, wie auch in Abb. 5 zu sehen ist. Wachstumskegel empfangen Signale
von der Umgebung und bestimmen die Richtung in der ein Axon wachst u.a. Uber
eine Regulation des Zytoskeletts (Kandel 2000). Beim Wachstum Uber verschiedene
Oberflachen binden Integrine in den Wachstumskegeln an Laminine z.B. auf Muskeln.
Laminine unterscheiden sich durch die jeweilige Zusammensetzung aus drei

verschiedenen Untereinheiten.
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Abb. 5: Motoneuron nach sieben Tagen in Zellkultur. Rot=Tau, griin=MapZ2, hier gelb

erscheinend wegen der Uberlagerung. Balken=50 um. Das Bild wurde selbst erstellt

und optisch bearbeitet um Hintergrund-Fluoreszenz auszublenden.

1. 5. RSK bei Drosophila

Das Drosophila RSK Protein ist zu 60 % identisch mit dem Maus RSK2-Protein
(Wassarman 1994) und besitzt 910 Aminosauren. Das entsprechende Gen liegt
ebenfalls auf dem X-Chromosom. In einem Mutanten-screen fur Lernmutanten in der
sogenannten Hitzekammer, einem operanten Lernparadigma, bei dem die Fliegen
lernen sollen, diejenige Seite in einer Kammer zu bevorzugen, die nicht durch
Temperaturerhohung bestraft wird, wurde die Mutante ignorant isoliert (Putz 2004).
Hierbei handelte es sich um eine Linie mit einer P-Elementinsertion im Drosophila
rsk-Gen. Weitere Mutanten wurden generiert u.a. mit einer N-terminalen Deletion des
rsk-Gens und einer kompletten Deletion. Fliegen, denen das RSK Protein fehlt haben
keine auffalligen Veranderungen in ihrem Verhalten oder Aussehen. Eine
Koreanische Arbeitsgruppe stellte jedoch eine Verkirzung der Lebenszeit, eine
reduzierte Fertilitdt und einen Wachstumsdefekt fest (Kim 2006).

Die verschiedenen Mutanten zeigten in den Untersuchungen im Labor von Martin
Heisenberg unterschiedliche Beeintrachtigungen im Lernen. Die komplette

A58-1

Deletionsmutante Df(1)ign war in der Hitzekammer normal, konnte sich jedoch in

einem klassischen olfaktorischen Lernparadigma wesentlich schlechter erinnern als

A243 \war in

die WT Fliegen. Die partielle N-terminale Deletions-Mutante Df(1)ign
beiden Lernparadigmen gestort. Der Effekt war in der Hitzekammer dominant
insofern als heterzygote Weibchen genauso schlecht lernten wie homozygote

Weibchen und hemizygote Mannchen. Da die komplette Deletionsmutante
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A243 und die

Df(1)ign“>®*"in der Hitzekammer keinen Lerndefekt hat, miissen Df(1)ign
P-Element-Linie gain-of-function Mutanten sein. Die Uberexpression von RSK mit
dem Gal4/UAS-System behindert das Lernen in der Hitzekammer. Df(1)ign“*®" kann
wiederum diesen Defekt retten, was heil3t, dal® das Fehlen des endogenen RSK den
Effekt des Uberexprimierten RSK ausgleicht. Andererseits flhrt die Einflhrung eines
genomischen RSK-Transgens in die komplette Deletionsmutante zur Rettung des
Lernphanotyps im olfaktorischen Lernparadigma. Interessanterweise fuhrte in diesem
Paradigma die Uberexpression von RSK zu einer Verbesserung des Lernwertes, was
jedoch bei spaterer Wiederholung des Experiments, mdglicherweise wegen der
Anhaufung von modifizierenden Genen, nicht mehr verifiziert werden konnte. Die P-
Element-Linie war im klassischen olfaktorischen Lernparadigma rezessiv lerngestort.
Die Pilzkorper-spezifische Expression von RSK im KO-Hintergrund fuhrt zu normalen
Lernwerten im olfaktorischen Lernparadigma (Bertolucci, Dissertation 2008).

In einer neueren Arbeit wurden die ign®*®' Fliegen in einem raumlichen
Orientierungsparadigma getestet in dem sich die Fliegen die Richtung, in der sich ein
Ziel befindet, merken. Sie verfolgen das Ziel auch dann noch, wenn es nicht mehr
sichtbar ist. Hierfiir ist ein raumliches Arbeitsgedachtnis von Né&ten. Die ign®>®"
Fliegen konnten sich die Richtung nicht merken. Ein auf sehr wenige Neurone
beschrankter ,rescue” mit UAS-RSK in den sogenannten Ring-Neuronen des
Ellipsoid-Korpers im Zentralkomplex konnte die Erinnerung wieder herstellen (Neuser
2008). ign®*®" Fliegen haben auRerdem eine veranderte circadiane Rhythmik. Der
Fliegentag dauert kirzer als 24 h. Dies scheint durch eine Interaktion mit der Casein
Kinase 2 und eine Beeinflussung des PERIOD Proteins zustande zu kommen (Akten

2009).

In einer Koreanischen Arbeitsgruppe wurden, wie oben erwahnt, ebenfalls RSK-KO
Fliegen hergestellt, die durch eine gesteigerte ERK-abhangige Differenzierung im
Sinne von zusatzlichen Fligel-Venen und Photorezeptoren auffielen (Kim 2006).
Eine nachtragliche Begutachtung der entsprechenden KO-Fliegen im Labor des
Instituts fir Genetik und Neurobiologie in Wirzburg konnte diese Befunde bestatigen
(M. Heisenberg, personliche Mitteilung). Zu diesen Veranderungen kommt es nach
Kim durch eine hemmende Funktion von RSK auf die MAPK ERK. RSK hemmt als

,zytoplasmatischer Anker“ den Eintritt von ERK in den Zellkern durch Bindung an
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ERK. Dies ist unabhangig von der Kinase-Aktivitat von RSK, wie durch Kinase-
inaktive Konstrukte gezeigt wurde. Bei fehlender RSK-Bindung wandert ERK in den
Zellkern und aktiviert die ERK-abhangige Gen-Transkription.

Abb. 6: Die neuromuskuldre Synapse von Drosophila (aus Marques 2005). (A) Ca. 4
mm lange Drosophila Larve im dritten Larvenstadium. Das Vorderende befindet sich
links. Das Rechteck zeigt die Region an, in der das Segment A3 liegt. (B) Drittes
abdominales Muskelsegment (A3) mit rétlich gefdrbten synaptischen Endigungen
(anti-CSP) und schwach leuchtenden Muskeln. (C) Stérker vergréBerte Synapse an
den Muskeln 6/7 in Segment A3 (anti-CSP). (D) Elektronenmikroskopische
Aufnahme eines Ib-Boutons. Die Pfeile zeigen auf aktive Zonen mit T-Balken.
Balken-Léngen: in (B): 100 um, in (C) 50 um, in (D) 500 nm.

Die larvale neuromuskulare Synapse von Drosophila ist seit Jahren ein Modell-
System fur die Entwicklung und Funktion von Synapsen (Collins 2007, Koh 2000).
Sie wird in der Regel im dritten Larvenstadium untersucht. Sie ist von besonderem

Interesse, weil die Drosophila Genetik eine prazise raumliche und zeitliche Kontrolle
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der Gene, die an der Synapse von Belang sind, erlaubt. Die neuromuskulare
Synapse besteht aus einer Vielzahl an synaptischen Verdickungen (Boutons) mit
jeweils zahlreichen (durchschnittlich 10) aktiven Zonen, an denen die Transmitter-
Vesikel ausgeschuittet werden. Im Gegensatz zur Nerv-Muskel Synapse der
Wirbeltiere ist der Transmitter nicht Acetylcholin, sondern Glutamat. Damit ahnelt die
neuromuskulare Synapse von Drosophila mehr den erregenden zentralen Synapsen
bei Saugern, die ebenfalls haufig glutamaterg sind. Postsynaptisch befinden sich den
akiven Zonen gegenuber die Glutamat-Rezeptoren an der Muskelmembran. Neben
den rein glutamatergen Typ I|-Boutons gibt es noch Typ Il- und lll-Boutons, die
zusatzlich Oktopamin oder Peptid-Neurotransmitter enthalten. Die Muskeln 6 und 7,
die in dieser wie auch den meisten anderen Arbeiten untersucht werden, haben nur
Typ I-Boutons, welche in kleine Is (small) und groRere Ib (big) Boutons eingeteilt

werden.

32 Motoneurone versorgen 30 postsynaptische Muskeln nach einem regelmaligen
Muster. Durch die Grolle der neuromuskularen Synapse sind auch
elektrophysiologische Untersuchungen mdoglich. Die synaptische Funktion und
Struktur unterliegen der Veranderung durch Umwelt-Einflisse, sind also plastisch.
Zur aktiven Zone bei Drosophila gehoren sehr ahnliche Proteine wie bei Wirbeltieren,
u.a. auch das Homolog zu CAST bzw. ERC, was bei Drosophila ,Bruchpilot® (,BRP®)
heil3t, da die brp Mutante im Flug haufig abstirzt (Wagh 2006). Eine Besonderheit
bei Drosophila sind die im Elektronenmikroskop sichtbaren T-Balken an der aktiven
Zone, die vermutlich mit der Vesikelfusion zu tun haben und die bei der brp Mutante
nicht mehr vorhanden sind. In der Elektrophysiologie ist die synaptische
Transmission in der brp Mutante reduziert. BRP scheint auch eine Rolle bei der
Anordnung von Ca®* Kanal Clustern in der Nahe der aktiven Zone zu spielen (Kittel
2006).

Der Einfluld zahlreicher Gene auf die Synapsen-Bildung wurde untersucht. Bezuglich
der Bedeutung der RAS/RAF/MEK/ERK-Signalkaskade wurde gezeigt, dal RAS die
Bouton-Zahl positiv reguliert (Koh 2002). Eine hypomorphe Mutante von ras? hatte
weniger Boutons, wogegen die prasynaptische transgene Expression einer
wildtypischen oder konstitutiv aktiven Version von ras die Bouton-Zahl erhdhte. Die

selektive Aktivierung des RAS/ERK-Signalweges mit einer RAS-Variante, die nur
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ERK und keine anderen nachgeschalteten Proteine aktiviert, hatte den selben Effekt,
was darauf hinweist, da® die Bouton-Zahl Uber ERK positiv beeinfluf3t wird.
Gleichfalls in diese Richtung weist der Befund, dal ein gain-of-function Allel von erk
auch die Bouton-Zahl erhoht. Bei Drosophila heil3t ERK Rolled (RL) und das
konstitutiv aktive Allel rolled sevenmaker (ri*®™) (Brunner 1994). Sowohl RAS als
auch RL sind an der neuromuskularen Synapse exprimiert. Es wurden auch Lern-
Mutanten hinsichtlich der Morphologie der neuromuskularen Synapse betrachtet. Die
dunce (dnc’) Mutante mit einer héheren cAMP (cyclic adenosine monophosphate)
Konzentration hatte eine erhéhte Bouton-Zahl, was durch die rutabaga (rut') Mutation,
die die cAMP Konzentration erniedrigt, unterdriickt wurde (Zhong 1992). Die rut
Mutation erniedrigt die Bouton-Zahl aul’erdem auch im Vergleich zum Wildtyp
(Cheung 1999).

1. 6. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Zu Beginn der Arbeit gab es bezuglich der Funktion von RSK2 auf neuronaler Ebene
nur Vermutungen. Es war von Mensch (CLS), Maus und Fliege auf der
Verhaltensebene bekannt, dall RSK2 fur Lernen und Gedachtnis wichtig ist. Es lag
auf Grund von in situ Hybridisierungsergebnissen die Vermutung nahe, da® RSK2
z.B. eine Rolle in der synaptischen Plastizitat im Hippocampus der Wirbeltiere spielt.
Auch konnte Uber die Funktion schon bekannter Zielproteine geschlossen werden,
daR es z.B. Auswirkungen auf das Uberleben von Zellen oder die Transkription

bestimmter Gene haben konnte.

Es sollte in dieser Arbeit zum einen die Lokalisation des RSK2-Proteins in Neuronen
und speziell im Hippocampus untersucht werden. Zum anderen waren LTP-
Experimente in Hippocampus-Schnitten geplant, die mit Lentiviren mit RSK2-
Konstrukten infiziert werden sollten. Dazu kam es nicht, da sich der Schwerpunkt
durch die zur Verfugung gestellten RSK2-KO Mause von A. Hanauer mehr auf die
Erforschung der Motoneurone verlagerte. An diesen peripheren Neuronen sollte
beispielhaft die Funktion von RSK2 flr Neuriten- und Synapsenwachstum untersucht
werden, auch mit dem Hintergedanken, da® dadurch Erkenntnisse fur die Funktion
von RSK2 im zentralen Nervensystem gewonnen werden kdonnen. Mit den RSK2-

Lentiviren sollten aullerdem wildtypische Motoneurone und PC12-Zellen infiziert
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werden, woraus man sich ebenfalls wertvolle Erkenntnisse Uber die Beeinflussung
von Uberleben und Differenzierung von Neuronen erhoffte. Hieraus entwickelte sich
dann auch die weitere Fragestellung, welche Bedeutung RSK fur die neuromuskulare
Synapse von Drosophila hat. Bei Drosophila wurden schon mehrfach Auffalligkeiten
an der neuromuskularen Synapse bei Lernmutanten gefunden. Nachdem ein
Motoneuronphanotyp bei Mausen gefunden worden war stellte sich die Frage, ob
RSK nicht auch bei Drosophila die Entwicklung von Motoneuronen bzw. der

motorischen Synapse beeinfluf3t.

2. Materialien und Methoden

2. 1. Materialien

2. 1. 1. Versuchstiere

2. 1. 1. 1. RSK2-KO Mauslinie

Die Mause wurden gemaly den geltenden Richtlinien in einem 12h/12h Tag-Nacht-
Rhythmus gehalten. Die RSK2-KO Mauslinie wurde im Labor von A. Hanauer in
Stralburg generiert (Yang 2004). Dazu wurde durch homologe Rekombination eine
Neomycin-Kassette mit drei nachgeschalteten Stop-Codons fur die drei moglichen
Leseraster in Exon 2 eingefligt. Flankierende loxP Stellen wurden spater genutzt, um
die Neomycin-Kassette durch Kreuzung mit einer CMV-Cre transgenen Maus wieder
zu entfernen. Durch die Stopp-Codons sollte die Transkription des Gens schon
frhzeitig abgebrochen werden. Die Abwesenheit des RSK2-Proteins wurde im
Western blot mit Hilfe eines N-terminalen Antikérpers gezeigt. Fir die Mutation
heterozygote Weibchen wurden uUber mindestens 15 Generationen mit C57BL/6
Mannchen ruckgekreuzt (Poirier 2007). Wegen unterschiedlicher Hygienestandards
wurde die Mauslinie durch den Transfer gefrorener Embryos in unsere Tierhaltung
Uberfuhrt. Diese Arbeit war von Frau Dr. Bettina Holtmann durchgefiihrt worden. Die
Mause wurden, passend zum genetischen Hintergrund, alle drei Generationen mit
C57BL/6 Mannchen ruckgekreuzt, um den Einfluld des genetischen Hintergrunds zu

minimieren.
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2.1.1. 2. Drosophila Linien

Die Linien Df(1)ign®®®" und Df(1)ign®?**® wurden bei einem ,screen“ nach
Lernmutanten (Putz et al., 2004) im Labor von M. Heisenberg isoliert. UAS-S6KI/
stammt von E. Hafen (Zurich, Schweiz, Rintelen 2001). GAL4-D42 stammt aus dem
Bloomington Drosophila Stock Center. Die ,loss-of-function® Mutation im Drosophila
erk-Gen, rl"® und die ,gain-of-function® Mutation r°*™ sind in Brunner (1994)
beschrieben. Die Fliegen wurden auf gewohnlichem Maismehl Futter (Guo 1996) in
einem 14h/10h Tag-Nacht Rhythmus bei 25 °C und 60 % relativer Luftfeuchtigkeit

gehalten.

2. 1. 2. Zelllinien

293T Zelllinie: Die Lentiviren wurden in 293T Zellen produziert, ein Subklon von
HEK293 Zellen.

PC12-Zellinie: Die immortale Tumorzellinie PC12 stammt aus einem Tumor des
Nebennierenmarks der Ratte (Greene 1976). Die Zellen reagieren auf NGF mit der

Ausbildung von Neuriten.

2. 1. 3. Bakterienstamme

Fur die Expression von Plasmiden wurde der Bakterienstamm HB101 verwendet.

2. 1. 4. Chemikalien und Enzyme

Die Chemikalien wurden in p.A. Qualitat von folgenden Firmen bezogen: Amersham,
Applichem, BD, Calbiochem, Chemicon, Fluka, Gibco, Invitrogen, Merck, R&D,
Roche, Roth, Sigma-Aldrich und Quiagen. Weiterhin wurden Enzyme von folgenden

Firmen verwendet: Biotherm, Fermentas, Invitrogen, Roche und Sigma.
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2. 1. 5. Puffer und Losungen

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und LOsungen wurde dem

Laborhandbuch Sambrook (2001) entnommen oder entspricht den Angaben in den

jeweiligen Reaktionskit-Protokollen bzw. den angegebenen Referenzen. Losungen,

die dort nicht angegeben sind oder zur Optimierung verandert wurden sind unten

angegeben:

Blotpuffer

Boratpuffer

Ca’*-freie Saline

DABCO

Lammli Probenpuffer (2 x)

Lysispuffer fir DNA-Extraktion

48,5 mM Tris
39 mM Glyzin
0,4% SDS
20% Methanol

0,15 M Borsaure, pH 8,3

130 mM NaCl, 36 mM Sucrose, 5 mM
KCI, 5 mM Hepes, 4 mM MgCI2, 0,5 mM
EGTA

PBS
75% Glycerol
2,5% 1,4-Diacabicyclo-[2.2.2]octan

125 mM Tris, pH 6,8

6% Glyzerin

2% SDS

0,025% Bromphenolblau
5% 2-Mercaptoethanol

10 mM Tris, pH 7,5
100 mM EDTA
150 mM NaCl
0,5% SDS

31



Lysispuffer flr Protein-Extraktion

Paraformaldehydlosung (4%)

PBS

PBST

PEM-Puffer

RIPA-Puffer

TAE-Laufpuffer (50x)

TBST (10x)

10 mM Tris, pH 7,5
100 mM EDTA, pH 8,0
150 mM NaCl

0,5% SDS

Protease Inhibitor Cocktail (Roche)

1,6 g PFA

20 ml H20

3 Tropfen NaOH

16,4 ml Na2HPO4 (0,2 M)
3,6 ml NaH2PO4 (0,2 M)
pH 7,1-7,4

140 mM Nacl

2,7 mM KCI

8,1 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4

PBS plus 0,1% Triton X-100

0,1 M Pipes, 2 mM EGTA, 1 mM MgS0O4

50 mM Tris, pH 7,5
150 mM NaCl
0,1% SDS

Protease Inhibitor Cocktail (Roche)

484 g Trisbase
114,2 ml Essigsaure
200 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

100 mM Tris, pH 7,6
1,5 M NaCl
0,5% Tween 20
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2. 1. 6. Medien und Medienzusatze

Medium fur PC12-Zellen DMEM mit Glutamax
10% Pferdeserum
5% FCS

1% Ampicillin/Streptomycin

Medium fur HEK293T-Zellen MEM mit Glutamax
10% FCS
1% Ampicillin/Streptomycin

Medium fur primare Motoneurone Neurobasal
Glutamax
B27 Supplement

2% Pferdeserum

Ampicillin Sigma
B27 Supplement Invitrogen
BDNF Promega
CNTF Promega
DMEM Invitrogen
DMSO Sigma
F-127 Sigma
Fotales Kalberserum Linaris
FURA-2 AM Invitrogen
Kanamycin Sigma
Glutamax Invitrogen
HBSS Invitrogen
Laminin Rupert Timpl (MPI, Minchen)
LB-Medium Invitrogen
MEM Invitrogen
Neurobasal Invitrogen
Penicillin/Streptomycin Invitrogen
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Phalloidin Alexa Fluor 546 Molecular Probes

Pferdeserum Linaris
Poly-D,L-Ornithin Sigma
TEMED Invitrogen
u0126 Sigma-Aldrich
Vectashield Vector Labs

2. 1. 7. Vektoren

pGJ3 Institut fur Virologie, Wirzburg

pGJ3(SFFVp) Institut fur Virologie, Wirzburg

pczVSV-G VSV-Glycoprotein-Expressionsplasmid; Institut fur
Virologie, Wuirzburg (Pietschmann 1999)

pEGFP-C1 Eukaryotischer Expressionsvektor, Clontech

pBluescript Il KS+ Stratagene

pK3H.RSK2-WT Jeffrey A. Smith (Smith 1999)

pK3H-RSK2-Aa Jeffrey A. Smith (Smith 1999)

pK3H-RSK2-Y707A Jeffrey A. Smith (Smith 1999)

pK3H-RSK2-K451A Jeffrey A. Smith (Smith 1999)

2. 1. 8. Kits

Big Dye Terminator Mix Applied Biosystems

Dye Ex 2.0 Spin Kit Qiagen

NucleoSpin Plasmid Machery-Nagel

Pierce BCA Protein Assay Pierce Biotechnology

QIAGEN Plasmid Kit Qiagen

QIAquick Gelextraction Kit Qiagen

QIAGEN PCR Puirification Kit Qiagen

2.1.9. Geréte

Agarose-Gellaufkammer PerfectBlue Peclab
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Blotkammer

Feinwaage

Inkubatoren

Inverses Mikroskop

Konfokales Mikroskop

Kraftmessgerat

Laufrad

LAS Reader

NanoDrop

PCR-Gerate

Perfusionspumpe

pH-Meter

Photometer

Sequenziergerat

Vibratom

Vortexer

Zentrifugen

SAE 200

TCS SP2
TCS 4D

LAS-3000

ND-1000

Mastercycler

pH537

Leica VT 1000S

L46
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Bio Rad

Bosch

Nuaire

Leica

Leica

Leica

Columbus Instruments

Tecniplast

Fuji Film

Peqlab

Eppendorf

Ismatec

WTW

Eppendorf

Applied Biosystems

Leica

GLW

Eppendorf



2. 1. 10. Erst-Antikorper

Name

Akt
b-Aktin

Bassoon
bruchpilot (nc82)

Ca2+-Kanal (a4a)

Ca2+-Kanal (a4g)

Calbindin
CAST2
CSP

Cytochrome C
Oxidase

ERK 1/2

GFP

GSK3R

HA

MAP-2

NeuN
Neurofilament M

075NTR
PAKT (Ser 473)

AntikOrperart

polyklonal, Kaninchen

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

polyklonal, Kaninchen

polyklonal, Kaninchen

polyklonal, Kaninchen

polyklonal, Kaninchen

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

polyklonal, Maus

polyklonal, Kaninchen

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus

polyklonal, Kaninchen

monoklonal, Maus

polyklonal, Kaninchen
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Verdinnung

WB:
WB:
ICC:
IHC:
IHC:

IHC:
ICC:
IHC:
ICC:
IHC :
IHC:
IHC:

ICC:

WB:
IHC:
WB :
ICC:
WB:
ICC:
ICC:
IHC:
IHC:
ICC:

ZK:

\WB:
ICC:

1:1000
1:2500
1:1000
1:200
1:100

1:200
1:200
1:200
1:200
1:500
1:200
1:100

1:100

1:1000
1:500
1:2000
1:25
1:1000
1:200
1:300
1:200
1:500
1:400
1:1000
1:500
1:200

Bezugsquelle

Cell Signaling

Abcam

Stressgen
E.Buchner
(Wagh 2006)
Sigma

Sigma

Swant

E.D. Gundelfinger
Erich Buchner
(Zinsmaier et al.,
1994)

Molecular Probes

Santa Cruz
Mol. Probes

BD Biosciences
Covance
Chemicon
Chemicon
Abcam

Chemicon

Cell Signaling



PERK 1/2
(Thr202/Tyr204)
PGSK3R (Ser 9)

p-RSK2 (Thr577)

Piccolo
PSD-95
Synaptobrevin
Tau

Tubulin

RSK

RSK2 (KAS
-STOO7E)
RSK2 (sc1430)

RSK2 (sc30700)
RSK2 (sc9986)

RSK2 (JM-3546-
100)

RSK2 (AF1518)

RSK2 (ab22697)
RSK2 (386800)

SAP47 (nc46)

Synaptobrevin

monoklonal, Maus

rabbit

polyklonal, Kaninchen

monoklonal, Maus
monoklonal, Maus
monoklonal, Maus
polyklonal, Kaninchen
monoklonal, Maus
polyklonal,
Meerschweinchen

polyklonal, Kaninchen

polyklonal, Kaninchen

polyklonal, Ziege

monoklonal, Maus

polyklonal, Kaninchen

polyklonal, Kaninchen

polyklonal, Kaninchen

polyklonal, Kaninchen

monoklonal, Maus

monoklonal, Maus
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WB:
ICC:
WB:
ICC:
IHC:
WB:
IHC:
IHC:
IHC:
ICC:
WB:
IHC:

ICC:

WB:
IHC:
ICC:
WB:
ICC:
IHC:
ICC:

ICC:
ICC:
ICC:
IHC:

IHC:

1:500
1:300
1:300
1:100
1:200
1:200
1:200
1:200
1:400
1:500
1:50

1:200

1:150

1:100
1:300
1:50

1:100
1:150
1:100
1:150

1:70

1:150
1:150
1:100

1:400

Cell Signaling

Santa Cruz

Santa Cruz

Reinhard Jahn
BD Biosciences
Reinhard Jahn
Sigma

Selbst

Thomas Raabe

Biotrend

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

MoBiTec

R&D Systems
Abcam

Invitrogen

E. Buchner
(Reichmuth et al.,
1995)

Reinhard Jahn
(Jahn et al., 1985)



2. 1. 11. Zweit-Antikorper

Name Spezies Verdlinnung Bezugsquelle
Alexa 488 a-Kaninchen Ziege IHC: 1:300 Invitrogen

Alexa 488 a-Maus Ziege IHC: 1:300 Invitrogen

Alexa 488 a-Bungarotoxin IHC: 5pg/mi Molecular Probes
Alexa 594 a-Bungarotoxin IHC: 5pg/mi Molecular Probes
Alexa 546 a-Kaninchen Ziege IHC: 1:300 Invitrogen

Alexa 546 a-Maus Ziege IHC: 1:300 Invitrogen

Cy2 a -Kaninchen Ziege ICC: 1:300 Jackson

Cy2 a -Maus Ziege ICC: 1:300 Jackson

Cy3 a -Kaninchen Ziege ICC: 1:300 Jackson

Cy3 a -Maus Ziege ICC: 1:300 Jackson

HRP a -Kaninchen Ziege WB: 1:7500 Jackson

HRP a -Maus Ziege WB: 1:5000 Jackson

2. 1. 12. Software

Folgende Computerprogramme wurden in dieser Arbeit verwendet: Adobe
Photoshop, Aida, GraphPadPrism, ImagedJ, Leica Confocal Software, Scion Image,

Bitplane Imaris.

2. 1. 13. Statistik

Zum Vergleich von zwei Gruppen parametrischer Daten wurde der Student’s t-Test
verwendet. Die Nullhypothese wurde auf der 5%-Basis verworfen, d.h. es wurde
angenommen, dal} zwischen zwei Gruppen ein wirklicher Unterschied besteht, wenn
die Wahrscheinlichkeit dafur, da® der Unterschied zufallig zustandekam kleiner als
0,05 war. Zum Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde eine Einweg-ANOVA
(analysis of variance) benutzt. Einzelne Gruppen wurden mit dem Bonferroni oder
dem Newmal-Keuls post-hoc Test verglichen. Fur alle statistischen Berechnungen

wurde das GraphPadPrism Programm verwendet.
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2. 2. Methoden

2. 2. 1. DNA-Isolierung

DNA wurde aus embryonalem Gewebe oder Schwanzspitzen der adulten Maus
isoliert. Das Gewebe wurde mit Lysispuffer und Proteinase K bei 60 °C UN inkubiert.
Mit 5% SDS, 3M NaCl und Chloroform wurde die DNA vom Rest des Gewebes
abgetrennt und in 100% Ethanol ausgefallt. AnschlieBend wurde in 70% Ethanol

gewaschen und das abzentrifugierte Pellet in 10 mM Tris resuspendiert.

2. 2. 2. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wurde durch photometrische Messung der Absorption bei

260 nm bestimmt.

2. 2. 3. Gelelektrophoretische Auftrennung der Nukleinsduren

Die PCR-Produkte wurden in 1%igen Agarosegelen aufgetrennt. Die Agarose wurde
in TAE-Laufpuffer aufgekocht. Anschlielend wurde 1 Tropfen Ethidiumbromid
dazugegeben und die Flussigkeit in eine Gelschiene gegossen. Die DNA-Proben
wurden dann in die ausgeharteten Geltaschen geben und eine Spannung von ca.

100 V angelegt. Mit einem UV-Transilluminator wurden die Banden sichtbar gemacht.

2. 2. 4. Plasmidtransformation

Die Transformation in kompetente E. coli Bakterien (HB101) erfolgte mit der Hitze-
Schock Methode: Es wurde 1 pl der Plasmidlésung zu den Bakterien gegeben, dann
30 min auf Eis, 90 min bei 42 °C im Wasserbad und 5 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe von 600 pl LB-Medium wurde 1 h bei 37 °C geschuttelt. Danach wurden die
Bakterien auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen,
so dal nur diejenigen Bakterien Kolonien bildeten, die das jeweilige Resistenzgen
enthielten. Einzelne Kolonien wurden mit einer Pipettenspitze aufgenommen und in
einem 50 ml Réhrchen mit 5 ml LB-Medium mit Antibiotikum (100 pg/ml) UN bei 37

°C weiter vermehrt.

39



2. 2. 5. Proteinextraktion

Das Gewebe wurde nach der Praparation in ein Reaktionsgefald mit 100-200 pl
RIPA-Puffer und Proteinase K auf Eis Uberfuhrt. Nach Zerkleinerung des Gewebes
mit einem Plastik-Homogenisator wurde das Lysat gevortext und bei 14000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und eine
Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA Protein Assay durchgefuhrt. Danach
wurde Laemmli-Puffer hinzugegeben und bei 95 °C 5 min gekocht. Aliquots wurden

anschlief3end eingefroren.

2. 2. 6. Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung von Protein-Konzentrationen wurde der Pierce BCA Protein-Assay
verwendet. Es wurden zu 4 ul des Extrakts 80 pl Losung A/B-Gemisch gegeben
(Lésung A/Lésung B: 50/1). Nach Inkubation bei 37 °C Uber 30 min wurde die
Konzentration mit einem Spectrophotometer (NanoDrop) bestimmt.

2. 2. 7. Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western blot

Die Proteine wurden auf Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Diese bestanden aus
einem 3-4 cm langen 5%igen Sammelgel und einem darunterliegenden 10%igen

Trenngel.

Trenngel: 5 ml Acryl/Bis (30%)
3 ml 1,88 M Tris, pH 8,8
3 ml 10% SDS
4 ml H20
75 pl 10% APS
12,5 yl TEMED

Sammelgel: 2 ml Acryl/Bis (30%)
2,4 ml 0,625 M Tris, pH 6,8
2,4 ml 10% SDS
5,2 ml H20
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70 ul 10% APS
12 pl TEMED

Vor dem Auftragen auf das 10%ige Gel wurden die Proben 5 min bei 95 °C
denaturiert. Nach der elektrophoretischen Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden
die Proteine nach dem Semi-Dry-Blot Verfahren (Kyhse-Andersen 1984) auf eine
Nitrozellulose Transfermembran (45 um, Schleicher & Schuell) Uberfuhrt. Danach
wurde die Membran mit Ponceau-Losung gefarbt, mit Wasser gewaschen und das
Bandenmuster fotographiert. Dann wurde in 5% Milch (in TBST) geblockt. Daraufhin
wurde die Membran entweder fir 1-2 h bei RT oder UN bei 4 °C dem Antikdrper
ausgesetzt, der in nicht lipidfreiem Milchpulver oder TBST verdinnt war. Nach
dreimaligem Waschen fur je 10 min in TBST wurde der HRP-gekoppelte Zweit-
Antikorper (in Milchpulver oder TBST verdunnt) daraufgegeben. Nach nochmaligem
Waschen wurden die Banden auf der Membran mit dem ,chemiluminescence kit
ECL-advance” (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) mit Hilfe eines Entwicklers
(LAS-3000, Fuijifilm, Tokyo) sichtbar gemacht. Die Bandenintensitat wurde mit der
Aida Software bestimmt, wobei jeweils der Hintergrund von der Bandenintensitat

subtrahiert wurde.

2. 2. 8. Anlegen von Priméarkulturen embryonaler Motoneurone

Es wurde im Wesentlichen wie bei Wiese (1999) beschrieben verfahren. Um primare
Motoneuronkulturen  anzulegen, wurde das Ilumbale Ruckenmark von
Mausembryonen vom Embryonaltag E12 (im Unterschied dazu bei Wiese E13)
prapariert. Der Tag nach der Paarung, erkennbar am ,Vaginalpfropf‘, wurde als Tag
1 festgelegt. Das Muttertier wurde nach kurzer Narkose mit Diethylather durch
zervikale Dislokation getdtet. AnschlieRend wurde der Uterus entnommen und die
Fruchtblasen freiprapariert. Die Embryonen wurden aus den Fruchtblasen
entnommen. Mit einer spitzen Pinzette wurde das lumbale Riuckenmark prapariert
und in HBSS Uberfuhrt. Danach wurde die Glia limitans entfernt und das embryonale
Ruckenmark in 180 yl HBSS uberfihrt. Nach Zugabe von 20 pl Trypsin (1%) wurde
das Gewebe 15 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde 20 pl Trypsininhibitor (0,1%)
dazugegeben und das Gewebe trituriert. Die Zellsuspension wurde in 800 pl

Neurobasalmedium auf eine 24-Lochplatte tiberfiihrt, die zuvor mit 10 ng/ml p75"™}
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Antikdrper in 10 mM Tris, pH 8,0 fir ca. 2 h bei RT beschichtet worden war.
Daraufhin wurde drei mal mit NB-Medium gewaschen um die nicht an den p75
Antikorper gebundenen Zellen zu entfernen. Die Ubriggebliebenen Zellen, welche die
Motoneurone sein sollten, wurden mit 500 pl Depolarisationslosung (30 mM KCl,
0,8% NaCl) abgelést und in 1,5 ml Motoneuronmedium (NB-Medium, B27
Supplement, 500 uM Glutamax, 2% Pferdeserum) suspendiert. Die Neurone wurden
anschliellend bei 400 g fur 5 min abzentrifugiert, das Pellet in Motoneuronmedium

suspendiert und die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Ca. 1500 Zellen pro Deckglaschen wurden ausplattiert. Dazu war in jede Vertiefung
einer Nunc 4-Lochplatte ein Deckglaschen gelegt worden und mit PORN UN bei 4 °C
sowie anschlie3end nach drei-maligem Waschen mit PBS fur ca. 1 h mit Laminin (2,5
pug/ml in HBSS) beschichtet worden. Nach dem Absetzen der Zellen (nach ca. 30 min)
wurde 1,5 ml Motoneuronmedium in die Lochplatte gegeben. Zusatzlich wurden
BDNF und CNTF in einer Konzentration von 1 ng/ml zugegeben. Das Medium wurde
alle zwei Tage gewechselt. Zur Bestimmung der Uberlebensraten wurden ca. 4 h
nach Plattierung zum ersten Mal die im Phasenkontrastmikroskop dunkel
erscheinenden Zellen gezahlt. Weitere Zahlungen wurden nach vier bzw. sieben
Tagen durchgeflihrt. Dann wurden nur die ,gesund” aussehenden Zellen gezahlt und

Zellen mit Vakuolen oder kdrnigem Aussehen ausgeschlossen.

2.2.9. PC12 Zellkultur und Differenzierung

7000 PC12-Zellen wurden auf mit PORN beschichtete Deckglaschen in 4-Loch-
Platten ausplattiert. Nach dem Absetzen der Zellen (nach 1/2 h) wurde 500 pl
Virenmedium dazugegeben und die Gesamtmenge an Medium mit PC12-Zell-
Medium, welches mit DMEM 1/10 verdunnt wurde, auf 1,5 ml aufgefullt. NGF wurde
in einer Konzentration von 50 ng/ml dazugegeben. Nach 2 Tagen wurden die Zellen
in 4% PFA fuar 1/2 h fixiert, drei mal mit PBS gewaschen und in PBS im Kuhlschrank
aufbewahrt. Infizierte Zellen wurden durch Ak-Farbung gegen den HA-tag oder direkt

durch die GFP-Fluoreszenz erkannt.
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2. 2. 10. Eukaryonten-Zellkultur

Die HEK293T-Zellen, PC12-Zellen und Motoneurone wurden in dem jeweiligen
Medium bei 37 °C im Zellkultur-Brutschrank bei 95% rel. Luftfeuchtigkeit und 5% CO,
kultiviert. Vor Benutzung wurden die Medien auf 37 °C aufgewarmt. Die adharent

wachsenden Zellinien wurden je nach Wachstum alle 5-7 Tage gesplittet (ca. 1:10).

2. 2. 11. Hippocampuspraparation und Anfertigung von Vibratomschnitten

Die Maus wurde durch Diethylather getétet und mit 4% PFA perfundiert. Dazu wurde
die Bauchdecke geoffnet, das Zwerchfell durchtrennt und das Herz freigelegt. Das
PFA wurde ca. 10 min lang mit einer Pumpe durch eine Kanuile in den linken
Ventrikel gepumpt. Uber den rechten Vorhof, der eréffnet worden war, konnte das
noch im Korper befindliche Blut abflie3en. Anschlieiend wurden beide Hippocampi
prapariert und UN bei 4 °C in PFA nachfixiert. Dann wurde das Gewebe mit dem
Vibratom geschnitten, die Schnitte in PBS aufgenommen und bei 4 °C gelagert. Nach
der Antikorperfarbung wurden die Schnitte auf einen Objekttrager gebracht und mit
DABCO unter einem Deckglaschen eingedeckt, welches mit Nagellack luftdicht

abgeschlossen wurde.

2. 2. 12. Herstellung der rekombinanten Vektor-Plasmide

Die rekombinanten RSK2 Plasmide zur Herstellung der Lentiviren wurden auf der
Grundlage des Vektor Plasmids pGJ3 (Jarmy 2001) hergestellt. Von Jeffrey A. Smith
wurden die vier Plasmide mit Maus RSK2 cDNA in wildtypischer, Kinase-inaktiver
und konstitutiv aktiver Form (zwei Varianten) bezogen (Poteet-Smith 1999). Das
konstitutiv aktive Konstrukt pK3H-Rsk2-Aa tragt eine Deletion der 54 carboxy-
terminalen Aminosauren, die die autoinhibitorische Domane entfernt. Das zweite
konstitutiv aktive Konstrukt pK3H-Rsk2-Y707A hat durch eine Punktmutation einen
Aminosaure-Austausch von Y nach A bei Aminosaure Nummer 707, also von Tyrosin
zu Alanin. Diese Aminosaure wurde ausgewahlt wegen der Ahnlichkeit in der
Postition zu einem entscheidenden Phenylalanin in der CaMK1 in einer ahnlichen
autoinhibitorischen Domane. Die Kinase-inaktive Variante pK3H-Rsk2-K451A

zerstort durch eine Punktmutation (Alanin statt Lysin) an Stelle 451 eine wichtige
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ATP Bindungsstelle. Zur Herstellung der Viren mit CMV Promotor und GFP tag
wurde die RSK2 cDNA aus den entsprechenden pK3H-RSK2 Plasmiden mit BamHI
ausgeschnitten und an der Bglll Schnittstelle der Polylinkerregion des pEGFP-C1
(BD Biosciences) Vektors eingesetzt. Die RSK2 cDNA zusammen mit dem N-
terminalen EGFP wurde dann aus diesem Vektor an den Schnittstellen Mph1103 und
Smal ausgeschnitten und nach Herstellung von stumpfen DNA-Enden durch PCR in
die Polylinkerregion von pGJ3 unterhalb eines CMV Promotors bei Eco47Ill
eingesetzt. Zur Herstellung der Viren mit SFFV Promotor und HA tag wurde die
RSK2 cDNA mit schon vorhandenem C-terminalem HA tag zusammen aus den
entsprechenden pK3H-RSK2 Plasmiden mit Sall und Clal ausgeschnitten und als
Zwischenschritt in einen modifizierten pBluescript Vektor mit einer zusatzlichen Not-
Schnittstelle kloniert, da sich in der Polylinkerregion dieses Vektors passende
Schnittstellen fur die weitere Klonierung befinden. Anschliel3end wurde mit Notl die
DNA wieder ausgeschnitten und in die Polylinkerregion des PGJ3 Vektors bei Notl
eingefugt. Die korrekte Orientierung wurde mit Eco47lll Gberprift. Alle Vektoren
wurden vollstandig sequenziert um die Korrektheit der Klonierungsergebnisse zu

bestatigen.

2. 2. 13. Herstellung von Lentiviren

FUr den Gentransfer in PC12-Zellen und Motoneurone wurden Lentiviren verwendet.
Diese wurden in HEK293T Zellen hergestellt (Bender 2007). Es wurden ca. 7,5 mio
293T Zellen in MEM-Medium auf eine 10 cm Schale ausplattiert. Am nachsten

Morgen wurde das Medium gewechselt und ein Transfektions-Mix dazugegeben:

20 pg Plasmid-DNA
10 pg VSV-G-DNA
830 pl aqua dest.
100 ul 2,5 M CaCl2
1000 pl 2 x HBS

Nach 8 h wurde das Medium gewechselt. Am nachsten Morgen wurden 80 pl 500

mM Na-Butyrat zu den Zellen gegeben. Nach weiteren 8 h wurde das MEM-Medium
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abgesaugt und Neurobasal-Medium dazugeben. Am nachsten Morgen wurde der

Uberstand filtriert (PorengréRe 0,45 um) und eingefroren.

2. 2. 14. Sequenzierung

Es wurde die Dideoxymethode nach Sanger (1977) verwendet.

Ansatz: 3 ul DNA (aus Plasmidpraparation)
2 ul Big Dye
2 ul half Big Dye
1,5 pl Primer (10 pmol/pl)
11,5 ul H20

PCR-Programm: 96 °C - 1 min
25mal:[96 °C-15s,50 °C—-15s, 60 °C — 4 min]
60 °C — 10 min

Das PCR-Produkt wurde mit dem DyeEx™ 2.0 Spin Kit (Qiagen) gereinigt. Danach
wurden die Proben mittels Speed vac getrocknet und auf das Sequenziergel
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte Uber 16 h auf einem 5% Polyacrylamid-Gel mit
8M Harnstoff.

2. 2. 15. Praadsorption

Zur Kontrolle der Spezifitit des p-RSK2-Antikorpers wurde er mit dem
entsprechenden Peptid praadsorbiert. Dazu wurde er in der verwendeten
Verdiinnung (1:200) mit 50 ug Peptid UN bei 4 °C im Drehrad inkubiert. Am nachsten
Tag wurde bei 4 °C in der Ultrazentrifuge bei 22000 rpm 4 h lang zentrifugiert und

der Uberstand abgenommen.

2. 2. 16. Immunzytochemische Farbungen

FUr immunzytochemische Analysen wurden die Zellen auf den Deckglaschen zuerst

mit 4% PFA fixiert (ca. 30 min) und dann 3 mal mit PBS gewaschen. Wenn die Zellen
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kein GFP enthielten, wurde die Zellmembran mit 100%igem Azeton (-20 °C; 5 min)
durchgangig gemacht. Danach wurden die Deckglaschen in neue 4-Lochplatten
uberfuhrt und 3 mal mit PBS gewaschen. Es folgte ein Blockierungsschritt mit
10%igem BSA (1 h). Falls in den Zellen GFP detektiert werden mufite, wurde der
Azeton-Schritt ausgelassen und zur Blockierungslésung 0,3% Triton X-100 gegeben.
Die anschlieRende Inkubation mit 1.Ak erfolgte bei RT fir 1 h oder UN bei 4 °C. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurde mit Sekundarantikorper bei RT fur 2 h inkubiert.
Danach wurden die Zellkerne durch 15 minudtige Inkubation mit 4’,6-Diamidin-
2’phenylindol dihydrochlorid (DAPI) sichtbar gemacht (1:7500 in TBST; 1ug/ml).
Nach erneutem Waschen wurden die Deckglaschen umgekehrt auf einen Tropfen
Moviol auf einen Objekttrager gelegt. Die Quantifizierung der Farbungen und auch

die Pixel-Uberlagerung erfolgte mit der LCS Lite software.

2. 2. 17. Immunhistochemische Farbungen

2. 2. 17. 1. Imnmunhistochemie Hippocampus

FUr immunhistochemische Farbungen der Hippocampusschnitte wurden Multiwell-
Kulturplatten verwendet. Die Schnitte wurden 3 mal 15 min mit PBS gewaschen.
Dann wurde 45 min geblockt mit 10% BSA und 0,5% Triton-X-100 in PBS. Daraufhin
wurde der 1.-Ak in 1% BSA mit 0,5% Triton-X-100 in PBS UN bei 4 °C auf die
Schnitte gegeben. Nach drei-maligem Waschen mit 1% BSA und 0,5% Triton-X-100
in PBS wurde der 2.-Ak in 1% BSA mit 0,5% Triton-X-100 in PBS fir 90 min bei RT
auf die Schnitte gegeben. Anschlie3end wurde 5 mal mit PBS gewaschen.

2.2.17. 2. Praparation, Farbung und Mikroskopie an der motorischen Endplatte

Der Musculus gastrocnemius wurde bei zwei Monate alten RSK2-KO und -WT
Mausen prapariert. Der Muskel wurde auseinandergezupft und fur 3 h mit 2% PFA
fixiert, mit PBS gewaschen und UN in 10% BSA und 0,3% Triton-X-100 in PBS
geblockt. Die motorische Endplatte wurde mit Alexa Fluor 488 oder 594 gekoppeltem
a-Bungarotoxin (5 pyg/ml) in 1% BSA in PBS, welches an Acetylcholinrezeptoren
bindet, oder mit dem N-Typ Ca’*-Kanal-Ak, dem CAST2-Ak oder dem p-ERK-Ak 30

min lang gefarbt. Die Endplatten wurden mit einem konfokalen Mikroskop (TCS 4D;
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Leica) sichtbar gemacht und mit dem NIH Scion Image Programm ausgemessen. Die
Ausmessung erfolgte blind beziglich des Genotyps. Fur die postsynaptische
Farbung wurde ein 100x 1.4 Ol-Immersions Objektiv (PL APO) und fir die
prasynaptische Farbung gegen Ca?*-Kanale und CAST2 ein 63x 1.4 Ol-lmmersions
Objektiv (HCX PL APO) verwendet. Fur die p-ERK gefarbten Endplatten wurde ein
Olympus FluoView™ FV1000 konfokales/2-Photonen Mikroskop mit einem 20x
Objektiv verwendet. Die Ca?*-Kanal und CAST2-Farbung wurde mit der Leica
Konfokalen Software (LCS Lite), und die p-ERK Fluoreszenzstarke mit AIDA software
(Raytest) bestimmt. Fiir die 3D Rekonstruktion wurden die Bilder mit dem FluoView™
FV1000 konfokalen/2-Photonen Mikroskop mit einem 20x Objektiv (Zoom Faktor 8,
Wasser, NA=0.95) aufgenommen. Die 2D konfokalen Schnitte wurden im
Olympus.oib Format gespeichert und mit der Bitplane Imaris 5.7.0 Software des
Herstellers gedffnet. Die Arbeit am 2-Photonen Mikroskop mit der dazugehdrigen

Auswertung wurde von Christian Simon durchgefuhrt.

2. 2.17. 3. Praparation und Farbung des Nervus Phrenicus

Die zwei Monate alten Mause wurden mit Natrium-Cacodylat-Puffer mit 4% PFA und
2% Glutaraldehyd perfundiert. Der Nervus Phrenicus wurde prapariert und drei Tage
lang bei 4 °C mit 2% Glutaraldehyd in 0,15 M PBS fixiert. Nach dem Waschen in
PBS wurde das Gewebe mit Osmiumtetroxid (4%) in einem Puffer, der 4%
Kaliumdichromat und 3,4% NaCl enthielt, inkubiert und eingebettet in 3,4-
Epoxicyclohexylmethyl-3,4-Epoxicyclohexylcarboxylat (Serva Feinbiochemica,
Heidelberg, Deutschland). 1 ym Schnitte wurde mit Azur-Methylenblau gefarbt. Die
Schnitte wurden mit einem inversen Lichtmikroskop (Zeiss Axiovert 100; 100x 1.3 OI-
Immersions Objektiv, Plan NEOFLUAR) photographiert und die myelinisierten Axone
gezahlt.

2.2.17. 4. Farbung und Auszahlung der Motoneurone im lumbalen Riickenmark

Die zwei Monate alten Mause wurden mit 4% PFA perfundiert. Das lumbale
Ruckenmark (L1-L6) wurde herausprapariert und 15 pm dicke Paraffinschnitte

hergestellt. Nach einer Nissl-Farbung wurden in jedem zehnten Schnitt die
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Motoneurone gezahlt, wobei eine Korrektur flr geteilte Nukleoli durchgeflhrt wurde
(Masu 1993).

2. 2. 18. Calcium Imaging

Fur das von S. Jablonka durchgeflihrte Calcium Imaging (Methode wie in Jablonka,
2007) wurden die Motoneurone auf Deckglaschen ausplattiert. Nach Waschen mit
HBSS und Permeabilisierung mit 0.25% Pluronic F-127 (Sigma) uber funf min
wurden die Zellen bei 37 °C 45 min lang mit 2 yM FURA-2 AM (Invitrogen) in Ca**
und Mg? haltigem HBSS beladen. Nach einem Waschschritt wurden die
Deckglaschen auf einen beheizten Mikroskopiertisch gespannt und mit Ca** und
Mg®* haltigem HBSS bespiilt. Die Messungen wurden mit einer Fluoreszenz
Messapparatur von TILL Photonics (Polychrome Il) durchgefuhrt. Die Bilder wurden
mit einer Frequenz von 1 Hz Uber 7.5 min separat im Wachstumskegel, Axon,
Dendrit und Zellkérper mit einer Expositions-Zeit von 10 ms aufgenommen. Die
Zellen wurden abwechselnd monochromatischem Licht der Wellenlangen 340 und

380 nm ausgesetzt, und die Emission wurde bei 512 nm gemessen.

2. 2. 19. Haltung und Genotypisierung der RSK2-KO Linie

Die RSK2-KO Mause wurden im Tierstall des Kopfklinikums gehalten und alle drei
Generationen mit C57BI/6 Mausen ruckgekreuzt (Charles River Wiga, Deutschland).
Zur Genotypisierung wurde das von der Arbeitsgruppe A. Hanauer vorgeschlagene
Primerpaar: WL 112 (TTG TTG GTT TAC TTT CTT TCG GTC TG)/ WL 113 (AAG
ATG ATT GCT TTG CTT AGT TTA) verwendet. Die erwarteten Bandengrof3en waren
230 Bp fur das WT-Allel und 320 Bp flr das mutierte Allel. Fur das mutierte Allel
hemizygote Mannchen und homozygote Weibchen hatten somit jeweils eine 320 Bp
Bande. Heterozygote Weibchen hatten beide Banden, und WT Mannchen und
Weibchen hatten nur die WT Bande.

Der 30 ul Ansatz fur die PCR beinhaltete:

1 ul DNA
1yl dNTPs 10 mM (?)
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1 ul von jedem Primer (10 pmol/ul)
0,5 ul Taq Polymerase (Biotherm)
3 ul PCR-Puffer 10-fach

22,5 yl Aqua ad iniectabilia

Das PCR-Programm umfaldte 33 Zyklen mit je 94°C flir 10 s, 60°C fur 10 s und 72 °C
fur 10 s. Es folgten einmalig 72 °C fur 10 min. Dem Programm voraus gingen

einmalig 3 min mit 94 °C.

2. 2. 20. Immunhistochemie der neuromuskularen Synapse bei Drosophila Larven

Die Praparation und Farbeprozedur erfolgte wie in Godenschwege (2004)
beschrieben. Die Larven wurden in Ca®*-freier Saline prapariert. Die Cuticula wurde
dorsal langs aufgetrennt und Fett sowie Darme entfernt. Dann wurde die Cuticula mit
feinen Nadeln auf eine Unterlage aufgesteckt. Es folgte eine 90-minutige Fixierung
bei 4 °C in 4%igem PFA (ph 7,0-7,2) in PEM-Puffer. Danach wurde zweimal 15 min
bei RT mit PEM gewaschen und 1 h bei RT geblockt mit 2% BSA und 5% NGS in
PBS-0,1% Triton (PBST). Die Inkubation mit dem 1. Ak in PBST erfolgte bei 4 °C UN.
Um Ak zu sparen wurde dieser Schritt aul3er bei nc46 und nc82 in 96-well Platten
durchgefuhrt. Am Folgetag wurde vier mal 1 h mit PBST gewaschen, dann 2 h bei RT
mit dem 2. Ak inkubiert und noch mal vier mal 1 h mit PBST gewaschen. Danach

wurden die Praparate in Vectashield eingedeckelt.

2. 2. 21. Testung der Motorik und Koordination bei Mausen

Zwei Monate alte RSK2-KO und -WT Mause wurden beztiglich motorischer Defizite
untersucht. Die Kraft der Vorderfiile wurde mit einem automatischen Kraftmessgerat
bestimmt. Dazu klammert sich die Maus mit den Vorderfullen an einen Bugel, an
dem sich das MefRgerat befindet. Maus und Gerat werden auseinandergezogen, bis
die Maus loslalt. Die Kraft beim Loslassen wird festgehalten und in Newton

angezeigt (Masu 1993). Das Gewicht der Mause wurde ebenfalls bestimmt.

Die spontane Aktivitat wurde mit einem Laufrad Uber sieben Tage gemessen. Die

Zahl der Umdrehungen wurde automatisch gemessen.
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Die Koordination wurde mit einem ,rotarod“ getestet. Dazu wurde die Maus auf eine
sich drehende Stange gesetzt. Die Geschwindigkeit nahm kontinuierlich zu bis die
Maus herunterfiel. Die Zeit bis zum Herunterfallen wurde gemessen. Falls eine Maus
sich so gut an der Stange festhalten konnte, dal} sie sich um die Stange herum
drehte ohne herunterzufallen wurde dies zwei mal toleriert. Beim dritten Mal wurde es
als Herunterfallen gewertet und der Versuch abgebrochen. Dies kam nur in seltenen

Fallen vor.

3. Ergebnisse

3. 1. Lokalisation von Rsk2 im Hippocampus der Maus

Wie in der Einleitung dargelegt, hat RSK2 einen Einflul3 auf Lernen und Gedachtnis.
Es war deshalb zu vermuten, dal} es eine Rolle bei der Ausbildung von synaptischer
Plastizitat im Gehirn, insbesondere im Hippocampus spielt. Tatsachlich war durch in
situ Hybridisierung gezeigt worden, das die RSK2 m-RNA im Hippocampus stark
exprimiert wird (Zeniou 2002; Abb. 7). Weitere Orte der Expression waren v.a. die
Purkinje-Zellen und die Kerne des Kleinhirns. Ein besonders intensives Signal hatte
sich in der CA3-Region des Hippocampus gezeigt. Zusatzlich zur Lokalisation der m-
RNA mochte man gerne wissen, wo das Protein exprimiert wird. Die Detektion des
RSK2-Proteins im Hippocampus mit Hilfe von Antikérpern ist bislang nicht
Uberzeugend durchgeflihrt worden. Bei Zeniou wurde keine Spezifitatskontrolle
gemacht und die genannten Befunde wurden ohne Abbildung nur kurz im Text

erwahnt.

In dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, mit RSK2-Antikérpern in adulten
wildtypischen C57Bl/6 Mausen RSK2 im Hippocampus zu detektieren. Ein
monoklonaler (sc9986) und eine polyklonaler (sc1430) Rsk2 Antikdrper von Santa
Cruz zeigten jedoch beide kein Signal im Hippocampus. Dagegen konnte ein
polyklonaler p-RSK2 Antikérper von Santa Cruz mit einer deutlichen Farbung
verwendet werden, um das RSK2-Protein im Hippocampus zu lokalisieren. Er ist
gegen die Phosphorylierungsstelle bei Threonin (Thr) 577 in der C-terminalen

Domane gerichtet. Die Phosphorylierung von Thr 577 durch ERK fuhrt zur

50



Aktivierung der C-terminalen Domane (Dalby 1998, siehe auch Einleitung). Es zeigte
sich mit diesem Ak ein Signal in den Pyramidenzellen der CA1, CA2 und CA3 Region
sowie in den Zellkérpern des Gyrus Dentatus. Zudem zeigte sich ein ,halbmond-
formiges” Band apikal der Pyramidenzell-Schicht in CA3 (Abb. 7 A, B).

Abb. 7: Immunhistochemie des Hippocampus mit einem p-RSK2 Antikbrper. Es zeigt
sich eine Anférbung der Pyramidenzellen der CA1, CA2 und CA3-Region sowie,
schwécher, auch der Kérnerzellen des Gyrus dentatus (A, B). Die Doppelfdrbung mit
NEU-N bestétigt dies (C-H; p-RSK2:griin, NeuN: rot). F-H stellt CA3 Pyramidenzellen
dar. Aufféllig ist die Fédrbung der Region des synaptischen Kontakts zwischen
Moosfaserterminalen und Pyramidenzelldendriten in der CA3-Region (A, B). In | ist
diese Region schematisch dargestellt. SO=Stratum Oriens, SP=Stratum Pyramidale,
SL=Stratum Lucidum; SR=Stratum Radiatum, DG=Gyrus Dentatus. Die
Moosfaserterminalen kontaktieren die apikalen Dendriten der Pyramidenzellen (in C.
der schematischen Abbildung) im Stratum Lucidum (Abb. aus Magarinos 1997). (J)
Verteilungsmuster von RSK2 im Hippocampus in der in situ Hybridisierung (aus
Zeniou 2002). (K) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Moosfaserboutons (mf),
der Kontakt zu zwei dendritischen Dornfortsétzen (spines) hat (Sp) (aus Feng 2002).
Balken=150 um in A, 300 um in B, 200 um in C-E, 20 um in F-H.
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3. 1. 1. Spezifititskontrolle

Zur Beurteilung der Spezifitat des Antikdrpers wurde eine Kontrollfarbung ohne 1.Ak
unter sonst identischen Bedingungen durchgefuhrt. Es zeigte sich kein Signal im
Konfokalen Mikroskop bei Verwendung der gleichen Laser-Intensitat wie in der
Farbung mit 1.Ak, was darauf hinweist, da} die Farbung nicht durch eine
unspezifische Reaktion des 2.-Antikorpers mit dem Hippocampus-Gewebe zustande
kommt (auf eine Abbildung wurde verzichtet). Um zu zeigen, dald der 1.Ak auch
genau an das Rsk2-Protein bindet, wurde eine Praadsorptions-Kontrolle durchgefuhrt.
Dazu wurde der p-Rsk2-Ak mit dem kommerziell verfugbaren Rsk2-Peptid, welches
zur Herstellung des Antikorpers verwendet worden war, inkubiert. Wenn der Ak an
das Peptid bindet, sollte er zusammen mit dem Peptid abzentrifugiert werden kénnen
und danach nicht mehr in der Ldsung vorhanden sein. Tatsachlich war das
Immunfluoreszenz-Signal nach dieser Behandlung nicht mehr vorhanden. Bei der
Ahnlichkeit der verschiedenen RSKs auch im Bereich der Phosphorylierungsstelle ist
dennoch eine Kreuzreaktion mit den anderen RSK-Formen denkbar. Deshalb wurde
eine Spezifitatskontrolle mit der RSK2-KO Maus von A. Hanauer unter sonst
identischen Bedingungen durchgeflhrt. Wenn der Ak ausschlieRlich an RSK2 bindet,
sollte das Signal im Hippocampus der KO-Maus verschwunden sein. Sowohl mit
Cy2- als auch Cy3-gekoppelten 2.Ak war das Signal fast vollstandig veschwunden
(Abb. 8, B-E). Allerdings war noch eine leichte Restfarbung zu sehen, die in der 2.Ak-
Kontrolle bei fehlendem 1.Ak nicht zu sehen war. Diese geringe Restfarbung kénnte
durch eine Kreuzreaktion des p-RSK2-Aks mit z. B. RSK1 oder RSK3

zustandekommen.

Im Western blot von Hippocampus-Gewebe der RSK2-KO Maus war hingegen keine
p-RSK2 Bande zu sehen (Abb 8 A). Interessanterweise war im Cortex der KO-Maus
das p-RSK2 Signal noch vorhanden. Dies konnte dadurch erklart werden, daf} im
Cortex z. B. RSK3 sehr viel starker exprimiert wird als im Hippocampus. Das
Gegenteil gilt flr RSK2 (Zeniou 2002). Deshalb duirfte die mogliche Kreuzreaktion
des p-RSK2-Aks mit den anderen RSK-Formen im Hippocampus nicht so ins
Gewicht fallen. Diese Spezifitatskontrollen zeigen, dal® der p-RSK2-Ak im

Hippocampus der Maus zumindest vorlaufig als brauchbarer Marker der Verteilung
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des RSK2-Proteins verwendet werden kann, letztlich aber nicht vollig spezifisch nur

die RSK2-Isoform erkennt.

A c

Cortex Hippocampus Hek-Zellen
p-RSK2 o

— 100

— 72

- — 55 |

Aktin | S— -

WT KO  WT KO pRsk2HA — 40

150 pm

Abb. 8: Kontrollen der p-RSK2-Antikérper Spezifitét. (A) Western-blot mit Cortex- und
Hippocampus-Gewebe einer zwei Monate RSK2-KO Maus und einer WT-Kontroll-
Maus aus dem gleichen Wurf. Die p-RSK2 Bande ist bei der KO-Maus im
Hippocampus verschwunden. Zur Bestimmung der Héhe, auf der das RSK2-Protein
lauft wurden HEK293T-Zellen mit HA-gekoppeltem WT-RSK2 mit Hilfe von Lentiviren

transfiziert und das Lysat parallel im WB mit aufgetragen (rechtes Drittel in A). Die

eine Seite wurde mit dem p-RSK2-Antikérper inkubiert, die andere Seite mit einem
HA-Antikérper. Als Beladungskontrolle wurde Aktin verwendet. Das Molekulargewicht
wird in kDa angegeben. (B-E) Spezifitédtskontrolle des p-RSK2 Antikérpers in der
Immunhistochemie. Die Férbung ist im Hippocampus einer zwei Monate alten RSK2-
KO Maus (C, E) deutlich reduziert im Vergleich zur WT Kontroll-Maus (B, D). Dies
trifft fiir Cy2 (D, E) und Cy3 (B, C) als 2.-Antik6rper zu. Balken=150 um.

3. 1. 2. Doppelfarbungen mit Pra- und Postsynaptischen Markern

Zur genaueren Lokalisation des RSK2-Proteins wurden mehrere Doppelfarbungen
durchgefuhrt. Zunachst bestatigte die Doppelfarbung von p-RSK2 mit NEU-N, einem
Zellkern-Marker, der jedoch auch eine schwachere Farbung im Zytosol aufweist, daf}
RSK2 in den Pyramidenzellkdrpern lokalisiert ist. Es befindet sich dort ausschliel3lich

im Zellkern. In der erwahnten ,halbmondférmig“ angefarbten Region liegen die
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apikalen Dendriten der CA3 Pyramidenzellen, die dort in synaptischem Kontakt mit
den Moosfaser-Terminalen stehen. Um zu beurteilen, ob das RSK2-Protein dort
prasynaptisch in den Moosfaser-Boutons oder postsynaptisch in den Dendriten der
Pyramidenzellen, in deren Zellkern es exprimiert ist, lokalisiert ist, wurden mehrere

Doppelfarbungen mit pra- und postsynaptischen Markern durchgefuhrt.

Das Vesikelprotein Synaptobrevin oder VAMP2 (Kandel 2000) ist ausschlief3lich in
der Prasynapse lokalisiert. In einer Ubersichtsaufnahme ist in der Synaptobrevin-
Farbung deutlich die ,halbmondférmige” Struktur wiederzuerkennen. In der starken
Vergroflerung in der Abb. 9 A-C sind die Aussparungen der quer angeschnittenen
Dendriten zu erkennen. Um die Dendriten herum liegen einige Cluster mit starkerem
Synaptobrevin-Signal. Dies entspricht der Anfarbung der Vesikel in den Moosfaser-
Boutons. Die in dieser VergroRerung in der RSK2-Farbung fleckférmig angefarbten
Areale Uberlappen grofteils mit den Synaptobrevin-Clustern. Das RSK2-Protein ist

also grol¥flachig in der Prasynapse verteilt.

Als nachstes galt es zu zeigen, daR es keine Uberlagerung des RSK2-Signals mit
Markern der postsynaptischen Region gibt. Daflr wurden ebenfalls ein breiter
verteiltes Protein: MAP-2, sowie ein prazise an der postsynaptischen Membran
gelegenes Protein: PSD-95 sichtbar gemacht. MAP-2 ist in Neuronen ausschliel3lich
in Dendriten exprimiert. In der ,halomondférmigen® Region zeigte sich eine
punktférmige Farbung bei quer angeschnittenen Dendriten. Wenn sie langs
angeschnitten waren, konnte man ihren Verlauf Uber einen langeren Bereich
verfolgen. Um sicher zu sein, dal® MAP-2 auch im Hippocampus genau die Dendriten
anfarbt, wurde eine weitere Doppelfarbung mit MAP-2 und Calbindin gemacht (Abb 9
G-1). Von Calbindin ist bekannt, da} es im Hippocampus in den Moosfaser-
Terminalen exprimiert wird. Es ergab sich ein komplementares Farbemuster, so daf
davon ausgegangen werden kann, dafl MAP-2 im Hippocampus ein valider
Dendriten-Marker ist. In der Doppelfarbung MAP-2/RSK2 zeigte sich ein ahnliches
Bild (Abb 9 D-F). Die Aussparungen in der RSK2-Farbung waren durch die
Dendriten-Farbung besetzt. In einer starkeren VergroRerung waren die grinen
RSK2-Flecken den roten Dendriten immer genau benachbart, aber nicht Gberlagert.

In der Doppelfarbung mit PSD-95, einem postsynaptischen Protein, welches sich an
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der Membran befindet, zeigten sich ebenfalls dicht nebeneinander liegende grine
(RSK2) und rote (PSD-95) Punkte, aber kaum Uberlagerungen (Abb 9 J, K).

B Synapto- |
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Abb. 9: Doppelfarbungen mit dem p-RSK2 Antikérper und mit préd- und
postsynaptischen Markern in der CA3-Region des Hippocampus der Maus. (A-C)
Doppelfdarbung p-RSK2 mit Synaptobrevin. (D-F) Doppelférbung p-RSK2 mit MAP-2.
(G-1) Doppelfarbung Calbindin mit MAP-2. (J) Starkere VergréBerung der
Doppelfarbung p-RSK2 mit MAP-2. Die den Dendriten unmittelbar benachbart
liegenden griinen p-RSK2 Flecken sind durch Pfeile gekennzeichnet. (K)
Doppelfarbung p-RSK2 mit PSD-95. Die benachbart liegenden roten und griinen
Punkte sind durch Pfeile markiert. Balken=5 um in A-C, 50 um in D-F; 76 um in G-I, 5
umin J, K.

Nach diesen Befunden ist das RSK2-Protein im Gehirn der Maus also in der
Kontaktregion zwischen Moosfasern und Pyramidenzelldendriten in CA3 im
Hippocampus der Maus prasynaptisch lokalisiert. Ob und wie dort die Funktion dieser
Synapsen beeinflut wird, ist derzeit nicht bekannt. Um mehr Uber die Funktionen
von RSK2 auf neuronaler Ebene zu erfahren, wurden RSK2-KO Mause, die im Labor
von A. Hanauer in Strallburg generiert worden waren, untersucht. Aulder fur die
Spezifitatskontrolle des p-RSK2-Aks konnten diese Mause nicht far weitere
Untersuchungen am Gehirn benutzt werden, da die Gruppe von A. Hanauer die
Mause diesbezlglich fur sich beanspruchte. Die ausschliel3liche Verwendung der

Mause zur Untersuchung der Motoneurone wurde vereinbart.

3. 2. Untersuchungen an Motoneuronen der Maus

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf Untersuchungen von Motoneuronen in vivo
und in vitro. Ein Grofteil der Ergebnisse wurde in ,Molecular and Cellular
Neuroscience” veroffentlicht (Fischer(a), 2009). Fortan werden die Motoneurone von
mannlichen, hemizygoten RSK2-KO Méausen (RSK2 *") meist kurz als RSK2-KO
Motoneurone oder einfach KO-Neurone bezeichnet.

Da gezeigt worden war, daf RSK2 einen Einflu auf das Uberleben von Zellen hat

(Bonni 1999, Hauge 2006) wurde zunachst die Uberlebensrate von Motoneuronen

sowohl in Zellkultur als auch im Nervensystem der adulten Maus bestimmt.
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3. 2. 1. Uberleben von Motoneuronen von RSK2-KO M&usen in vitro

Es wurde das Uberleben von Motoneuronen unter dem EinfluR von neurotrophen
Faktoren getestet, da RSKs Teil der Signalkaskade unterhalb der Neurotrophin-
Rezeptoren sind, so z.B. unterhalb von TrkA in PC12 Zellen oder unterhalb von TrkB
in corticalen Neuronen (Rakhit 2004, Silverman 2004). Das Uberleben der
ausplattierten Motoneurone wurde nach vier und sieben Tagen bestimmt und in
Beziehung zur ursprunglich ausgesaten Anzahl an Motoneuronen auf dem
Deckglaschen gesetzt (Abb 10). Es zeigte sich dabei kein Unterschied zwischen
Neuronen von WT Kontrollmausen und den entsprechenden hemizygoten RSK2-KO-
Mannchen von dem selben Muttertier unter den Standardbedingungen mit den zum
Uberleben notwendigen neurotrophen Faktoren BDNF und CNTF. In diesem Fall
scheint RSK2 ohne Bedeutung fir den Zelltod zu sein. Zur Kontrolle wurden in einem
parallelen Experiment die neurotrophen Faktoren weggelassen. Wie erwartet war das
Uberleben der Motoneurone reduziert. Interessanterweise Uberlebten nach sieben
Tagen unter diesen Bedingungen die KO-Neurone signifikant besser als die WT-

Neurone.

Abb. 10: Uberleben von priméren Motoneuronen in Zellkulture nach vier und sieben
Tagen von RSK2-KO und -WT Mé&usen mit und ohne Behandlung mit neurotrophen
Faktoren (BDNF und CNTEF).
Mit Faktoren besteht kein
Unterschied  zwischen den

Uberleben

Genotypen, unter Weglassung
der Faktoren ist nach 7 Tagen
das Uberleben von KO-
Neuronen erhéht. Die N-Zahl
pro Balken beziiglich der

% Uberleben

Embryonen betrégt von links
nach rechts: 14, 7, 18, 11, 14,
7, 14, 7. Die Daten stammen

KO WT KOWT KO WT KO WT aus insgesamt drei
4 Tage |I 7 Tage] |4 Tagell 7 Tage Motoneuronpréparationen. Der
+BDNF/CNTF -BDNFICNTF %-Wert bezieht sich auf die
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Ausgangszahl an Motoneuro-nen nach dem Ausplattieren.

3. 2. 2. Uberleben der Motoneurone in vivo

Ob RSK2 einen EinfluR auf das Uberleben von Motoneuronen in vivo hat, wurde
durch Zahlung von Motoneuronzellkorpern im lumbalen Ruckenmark und im Nucleus
fazialis untersucht. Aulterdem wurden die Axone im N. phrenicus bei RSK2-KO und
WT-Mausen gezahlt. Bei den zwei Monate alten mannlichen Tieren zeigten sich
jeweils keine Unterschiede. RSK2 hat offenbar auch in vivo keinen Einflul auf das
Uberleben (Abb 11).
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Abb. 11: Motoneuronzahl in vivo. (A) Beispielhafter Schnitt durch den N. phrenicus

einer RSK2-KO und einer WT-Maus aus dem selben Wurf, angefdrbt mit Azur-
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Methylenblau; Balken=50 um. Die Anzahl der myelinisierten Axone war bei KO und
WT gleich; N=3 (B). Ebenso war die Anzahl der Motoneuron-Zellkérper im lumbalen
Riickenmark (D; N=4) und im Nucleus Fazialis (F;, N=8) nicht veréndert. Beispielhafte
Nissl-Farbungen aus dem lumbalen Rickenmark (C) und dem Fazialis-Kerngebiet
(E). Balken in C und E=100 um.

3. 2. 3. Axonwachstum in vitro bei Motoneuronen von RSK2-KO Mausen

Identisches Uberleben ist eine Voraussetzung fiir den Vergleich des
Neuritenwachstums.  Ansonsten konnte ein  selektives Wachstum  von
Subpopulationen, die sich hinsichtlich des Axonwachstums unterscheiden, diese
GroRe beeinflussen. Das Axonwachstum wurde ausschliel3lich in Gegenwart von
BDNF und CNTF untersucht. Hier zeigte sich nach sieben Tagen in Kultur
Uberraschenderweise ein starkeres Axonwachstum bei den KO-Neuronen. Dies traf
sowohl auf den Hauptstamm des Axons als auch auch die Gesamtlange von
Hauptstamm plus Verzweigungen zu (Abb 12 A). Bei den Dendriten gab es eine
Tendenz zu langerem Wachstum bei RSK2-KO Neuronen, der Unterschied war aber

wechselnd und nicht signifikant.

Die Lange eines Axons mit Verzweigungen wird unter anderem durch die Anzahl der
Verzweigungen bestimmt. Das Ergebnis der Zahlung der Verzweigungen war, dafl
ein WT-Neuron im Durchschnitt zwei Endigungen zusatzlich zur Endigung des
Hauptastes hatte. Ein KO-Neuron hatte signifikant mehr Verzweigungen, namlich drei
(Abb 12 C). Damit ist die Zunahme der Zahl an Verzweigungen in etwa proportional
zur Langenzunahme des Hauptastes, was bedeutet, dal® die Zahl an Verzweigungen
pro Lange des Hauptastes bei KO-Neuronen nicht verandert ist. Die durchschnittliche
Lange eines Nebenastes betrug fur KO-Neurone 44,1 um und fir WT-Neurone 49,1

Mm und war damit nicht wesentlich verschieden.
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Abb. 12: (A) Lénge von Axon plus Verzweigungen und Hauptaxon von
Motoneuronen nach sieben Tagen in Kultur. Verglichen wurden Neurone von RSK2-
KO Embryonen und WT-Kontrollen aus der selben Préparation. Die
L&ngenmessungen aus drei verschiedenen Motoneuronpréparationen mit insgesamt
sechs KO-Embryonen und fiinf WT-Embryonen wurden miteinander kombiniert. KO:
N=336; WT: N=264 beziiglich Anzahl der Motoneurone insgesamt. (B) Zahl der
Verzweigungen eines Motoneuron-Axons. Die Anzahl gibt die Verzweigungen bzw.
Endigungen ohne Beriicksichtigung der Hauptstammendigung wieder. (C)
Représentative Bilder eines KO- und eines WT-Motoneurons, angeférbt mit anti-Tau.
Balken=100 um.
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Als nachstes wurde die Grolle der Wachstumskegel bestimmt. Dazu wurden sie mit
anti-R-Aktin angefarbt. Die durchschnittliche Flache eines Wachstumskegels betrug
ca. 20 um?. Die Wachstumskegel von KO-Neuronen waren kleiner als die von WT-
Neuronen (Abb 13). Der Unterschied war signifikant, betrug jedoch nur etwa 2 pm?2.
Die Anzahl kollabierter Wachstumskegel, die sich also in ihrer Breite nicht wesentlich
vom Axon unterschieden, betrug bei KO-Neuronen 13% und bei WT-Neuronen 14%

und war damit nicht verschieden.

A Wachstumskegel
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Abb. 13: (A) Die Wachstumskegel sind bei RSK2-KO-Motoneuronen signifikant
kleiner als beim WT. Der Unterschied ist jedoch minimal. N=491 fiir KO, N=378 fiir
WT. (B) Aufnahme eines relativ groBen Wachstumskegels mit Filopodien eines
RSK2-KO Motoneurons (anti-Tau: rot, anti-BAktin: griin; Uberlagerung erscheint
gelb). (C) Beispiel eines kollabierten WT-Wachstumskegels. (D) Beispiel eines
normalen, nicht-kollabierten WT-Wachstumskegels. Balken=5 um in B-D.
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3. 2. 4. Die neuromuskulare Synapse in vivo

Um zu beurteilen, ob die veranderten Wachstumseigenschaften der Motoneurone
sich in vivo auf die Kontaktregion zwischen Neuron und Muskel, die neuromuskulare
Endplatte, auswirken, wurde mit a-Bungarotoxin die postsynaptische Region im
Muskulus deltoideus bei zwei Monate alten mannlichen Mausen angefarbt. Die
Grolle der Flache dieses postsynaptischen Acetylcholinrezeptor-reichen Areals laft
in etwa auf die Grol3e der prasynaptischen Region zurtckschlieRen. Bei RSK2-KO
Mausen war die durch Bungarotoxin angefarbte Region vergrélert, der Unterschied
war hochst signifikant (Abb 14 A). Als zusatzlicher Parameter wurde die Anzahl an
Verzweigungen ausgezahlt, wozu 3D rekonstruierte Bilder verwendet wurden, um
durch Uberlagerung unsichtbar gemachte Strukturen mitzuerfassen (Abb 14 B).
Diese zusatzlichen Praparationen, Farbungen und 3D Rekonstruktionen wurden von
Christian Simon angefertigt. Endplatten von RSK2-KO Mausen hatten signifikant
mehr Verzweigungen. RSK2 hat also einen Einflul auf die Morphologie der

Postsynapse.

Um die prasynaptische Region direkt beurteilen zu kdénnen wurden motorische
Endplatten mit einem Antikdrper gegen den Spannungs-gesteuerten N-Typ Ca®'-
Kanal (Ca,2.2) gefarbt (Westenbroek 1992). Dieser hauptsachlich embryonal
exprimierte Ca?*-Kanal kommt zusammen mit dem P/Q-Typ Ca®'-Kanal (Ca,2.1)
auch an der adulten Endplatte vor (Pardo 2006) und lieferte eine bessere Farbung
mit dem entsprechenden Antikorper als der P/Q-Typ Kanal-Ak. Zudem wurde das
CAZ-associated structural protein 2 (CAST2), welches wie Ca,2.2 prasynaptisch an
der aktiven Zone lokalisiert ist, untersucht. Fur beide Farbungen wurden die
fluoreszierenden Flachen umfahren und in diesem Bereich die mittlere
Fluoreszenzstarke quantifiziert. Die Grélke des umfahrenen Areals spielt dabei keine
Rolle, da die mittlere Fluoreszenz pro Flache bestimmt wurde. Bei beiden Antigenen
war die mittlere Fluoreszenzstarke pro Flache bei RSK2-KO Mausen starker (Abb 14
C). Daraus kann man nicht schlief3en, dal} die prasynaptische Flache ahnlich wie die
postsynaptische groRer ist, es weist aber darauf hin, dal in der KO-Prasynapse
wichtige struktur-bildende Proteine starker vertreten sind. Da im embryonalen
Ruckenmark von RSK2-KO Mausen die ERK-Phosphorylierung erhdoht war (siehe 3.

2. 8.) wurde an der muskularen Endplatte mit dem selben p-ERK-Antikorper eine
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Farbung durchgefihrt. Auch hier war bei KO Mausen mehr p-ERK Signal vorhanden,
wobei es wieder nicht auf die untersuchte Flache ankommt da die mittlere Intensitat
pro Flache bestimmt wurde (Abb 14 D).

A Postsynapse

T KO WT
500
400
™ 300
E
= 200
100 e ———

]
KO WT

Postsynapse B 3 i o
125 'Al

”]I_I ¢ ‘

KO WT —_

o

H
a

=
=3

Anzahl an Verzweigungen

O

CAST2
[ ] *
x o 175+ —
S £ 1504 KO WT
D i 1251
N g
55 100
HE
helit=) b
SE 2]
o= 0
KO WT e —
© = Cava.z KO WT
X 01407 _—
'S E 120
‘E il 100+
® go-
S5 g
$= 40
hadit=} .
L
§ = 204 J— R
o= 0
KO WT
p-Erk ...
35+ *
® = —
f @ 30
E £
—
c & 20
=
S50 WT
e | —
5 2 107
= 5
£3°
04
KO WT e,

63



Abb. 14: Untersuchung der neuromuskuléren Endplatte im Musculus deltoideus bei
zwei Monate (A und C) und drei Monate (B und D) alten RSK2-KO und WT-Mé&usen
aus jeweils dem selben Wurf. (A) Die Endplatte ist bei KO Mé&usen signifikant gro3er
als bei WT-Méausen. Gefarbt wurde die postsynaptische Region mit a-Bungarotoxin.
N=110 fiir KO, N=132 fiir WT. Balken=20 um. (B) Anzahl der Verzweigungen an der
Postsynapse. KO-Endplatten haben mehr Verzweigungen, bestimmt aus 3D-
Rekonstruktionen nach Anférbung mit a-Bungarotoxin. Jeweils zwei Beispiel-
Endplatten flir KO und WT im Original und als 3D-Rekonstruktion. Balken=10 um. (C)
Untersuchung der Prasynapse mit einem CAST2- und Ca**-Kanal-Antikérper. Bei
KO-Endplatten ist die Farbung stérker. Balken=3 um. (D) p-ERK-Férbung an der
Postsynapse. Das p-ERK Signal fallt bei RSK2-KO Endplatten signifikant starker aus.
Links/griin: p-ERK; Mitte/rot: a-Bungarotoxin; rechts: Uberlagerung. Balken=10 um.

3. 2. 5. Uberleben und Neuritenwachstum von Virus-transfizierten Motoneuronen in

vitro

3. 2. 5. 1. Herstellung der Lentiviren

Zusatzlich zu den Experimenten mit Motoneuronen von RSK2-KO Mausen wurden
C57BIl/6 WT Maus-Motoneurone in vitro untersucht, welche mit verschiedenen RSK2-
Konstrukten transfiziert wurden. Da bei Motoneuronen durch Elektroporation nur ca.
5% der Neurone transfiziert werden, wurden Lentiviren verwendet, die eine
Transfektionseffizienz von ca. 50% erreichen (Bender 2006). Zunachst wurden die
Viren kloniert (siehe Materialien und Methoden) und in HEK-Zellen hergestellt (Abb
15 B), wobei ein PGJ3-Vektor mit RSK2-Konstrukt und der VSV-G-Vektor, der das
Hullprotein kodiert, zur Virenherstellung kombiniert werden missen. Die HA-getagten
Konstrukte (WT, ein konstitutiv aktives Konstrukt mit einer Deletion, ein konstitutiv
aktives Konstrukt mit einer Punktmutation (A statt Y) und ein Kinase-inaktives
Konstrukt, fortan als W, D, Y und K bezeichnet) konnten mit Hilfe des HA-Antikdrpers
nicht in Motoneuronen detektiert werden so dal fur diese vier Konstrukte zusatzlich
noch Lentiviren hergestellt wurden, die den starkeren CMV Promotor statt dem SFFV
Promotor und GFP statt HA als tag enthielten. Diese Konstrukte konnten in

Motoneuronen detektiert werden.

64



Ein Western blot aus transfizieten HEK-Zellen, also den Zellen, die zur
Virusproduktion benutzt worden waren, zeigte mit dem HA-Ak Banden bei ca. 100
kDa fur W, Y und K (Abb 15 A). Bei D mit der C-terminalen Deletion von 50 As lief die
Bande etwas niedriger. Als Kontrolle wurden HEK-Zellen verwendet, die mit einem
PGJ3-Vektor ohne RSK2-Konstrukt und dem VSV-G-Vektor transfiziert worden
waren. Hier zeigte sich keine Bande. Zusatzliche Banden bei ca. 55 kDa, deren
Bedeutung ungeklart ist, liefen alle auf gleicher Hohe. Ein zweiter WB mit den
gleichen Proben wurde mit zwei Santa Cruz RSK2-Ak und dem p-RSK2-AK, der fur
die Hippocampus-Immunhistochemie verwendet wurde, inkubiert (in Abb. 15 ist nur
der WB mit monoklonalem Santa Cruz Ak dargestellt). Es zeigten sich Doppelbanden
bei ca. 100 kDa fur die HA-getaggte und die endogene Form von RSK2. In der
Kontrolle mit PGJ3-Vektor ohne RSK2-Konstrukt zeigte sich nur die leichtere Bande
des endogenen RSK2. Das ,D"-Konstrukt lieferte eine Bande, die auf Hohe der
endogenen Bande lief (Abb. 15 A). Damit ist gezeigt, dal® durch die Konstrukte
entsprechende RSK2-Proteine produziert werden. Fir die Viren mit GFP-tag und
CMV-Promotor wurde kein WB durchgefuhrt. Hier wurde auf das Ergebnis der
Sequenzierung und die sichtbare Immunfluoreszenz in den entsprechenden Zellen
vertraut. Alle acht Virus-Konstrukte wurden auch fur die Infektion von PC12-Zellen
verwendet (siehe Abb. 19).

3. 2. 5. 2. Kultur infizierter Motoneurone

Motoneurone konnten nur mit den GFP/CMV-Viren sichtbar infiziert werden. Fir das
Ausmessen der Neuritenlange wurden nur stark grin leuchtende und damit
unzweifelhaft infizierte Zellen ausgewahlt. In Abb 15 C und D ist ein mit Y infiziertes
Motoneuron neben einem nicht infizierten Motoneuron zu sehen. Als Ergebnis der
Langenmessung der infizierten Motoneurone zeigte sich, dal} als einziges Konstrukt
D einen Einflud auf das Neuritenwachstum hatte. Das ebenfalls konstitutiv aktive Y
hatte, ebenso wie W und K, keinen EinfluR (Abb 16 A). Das Uberleben der

Motoneurone wurde durch die Vireninfektion nicht beeintrachtigt (Abb 16 B).
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Abb. 15: RSK2-Lentiviren und infizierte Motoneurone. (A) WB von HEK293T-Zell-
Lysat von HEK-Zellen, in denen Viren mit SFFV-Promotor und HA-tag hergestellt
wurden. Auf der linken Seite wurde der blot mit einem HA-Ak behandelt. Auf der
rechten Seite wurde ein monoklonaler RSK2-Ak (Santa Cruz) verwendet.
Ktr=Kontrolle. Weitere Abkirzungen siehe Text. Das Molekulargewicht ist in kDa
angegeben. (B) Immunzytochemie mit HEK293T-Zellen, in denen Viren mit WT-
RSK2, SFFV-Promotor und HA-tag hergestellt wurden. Als 1.Ak wurde ein HA-Ak
verwendet, als 2.Ak ein Cy3-gekoppelter Ak. Balken=150 um. (C) Ein mit CMV/GFP-
Y (konstitutiv aktiv) infiziertes Motoneuron. (D) Gleiches Neuron wie in (C), jedoch mit
anti-TAU angeféarbt. Man sieht im gleichen Ausschnitt ein weiteres Motoneuron,

welches nicht infiziert ist. Balken in C und D= 100 um.
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Abb. 16: WT Motoneurone in Gegenwart von BDNF und CNTF wurden mit
verschiedenen RSK2-Konstrukten mit Hilfe von Lentiviren transfiziert und das
Neuritenwachstum und Uberleben bestimmt. (A) Ein signifikanter Unterschied im
Neuritenwachstum zeigte sich nur bei dem konstitutiv aktiven Konstrukt mit der
Deletion (D), was zu verringertem Axonwachstum fiihrte. Als Kontrolle wurden Viren
mit GFP ohne RSK2 verwendet (G). Die N-Zahl beziiglich Motoneuronen betrégt: G:
148; K: 115; W: 131; Y: 120; D: 140. Es wurden drei verschiedene Préparationen
durchgefiihrt, wobei in jeder Préparation die vermischten Motoneurone von drei
Embryonen auf die Deckgldschen (ibertragen wurden. (B) Das Uberleben wurde
durch die Transfektion nicht verédndert. Pos. = Kontrolle ohne Viren und mit
BDNF/CNTF. Neg. = Kontrolle ohne Viren und ohne BDNF/CNTF. G=GFP Kontrolle
ohne RSK2-Konstrukt. N=6 beziiglich ausgezéhlter Deckgldschen. Der %-Wert
bezieht sich auf die Ausgangszahl an Motoneuronen nach dem Ausplattieren. Zur

Beschriftung der X-Achsen siehe Text.

3. 2. 6. Lokalisation von RSK2 in kultivierten Motoneuronen

Bislang war vom ZNS nur bekannt, daR RSK2 im Hirnstamm und Ruckenmark
exprimiert wird (Zeniou 2002), nicht aber, ob es tatsachlich in den in diesen Regionen
liegenden motorischen Neuronen vorhanden ist. Um zu untersuchen, ob RSK2 in
Motoneuronen exprimiert und in welchen Zellkompartimenten es lokalisiert ist,
wurden immunzytochemische Farbungen durchgefuhrt. Es wurden mehrere
kommerzielle RSK2-Ak getestet, von denen die meisten kein spezifisches Signal
erbrachten: Zwischen KO- und WT-Motoneuronen war kein Unterschied in der

Farbeintensitat zu erkennen, was am ehesten durch Kreuzreaktionen mit anderen
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RSK-Familienmitgliedern erklart werden konnte. Es wurden Ak von Abcam, R&D
Systems, Invitrogen, Santa Cruz, MoBiTec und Biotrend eingesetzt. Nur der
Biotrend-Ak zeigte einen deutlichen Unterschied zwischen KO und WT (Abb. 17 C),
so dald davon auszugehen ist, dal} er in Motoneuronen spezifisch RSK2 erkennt. Die
2.Ak-Kontrolle zeigte keine Farbung. In Abb. 17 A und B sind Doppelfarbungen von
anti-RSK2 und dem Dendritenmarker MAP2 sowie TAU dargestellt, die zeigen, dal}
RSK2 in Motoneuronen im Zellkérper, im Nukleus, im Axon und im Wachstumskegel
exprimiert ist. Zusatzlich wurde GFP-markiertes WT-RSK2 in Motoneurone
transfiziert, wobei die Verteilung sich ebenfalls auf alle Zellkompartimente erstreckte
(Abb 17 D). In diesem Fall sieht man unmittelbar das durch GFP leuchtende RSK2-
Protein, allerdings nicht das endogen vorkommende, sondern das als cDNA von
aullen in die Zelle transfizierte. In diesem Fall sto3t man nicht auf das Problem der

korrekten Antikorper-Bindung.

D CMV-RSK2-GFP

Abb. 17: Immunzytochemische Féarbung von Motoneuronen nach sieben Tagen in
Kultur. (A) Doppelfarbung anti-RSK2 (rot), anti-MAPZ2 (griin). Balken = 25 um. (B)
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Doppelfarbung anti-RSK2 (rot), anti-TAU (grin). Balken = 50 um. (C)
Spezifitdtskontrolle mit RSK2-KO Motoneuronen flir den abcam RSK2-Ak. Balken = 5
um. (D) GFP-Fluoreszenz in einem mit WT-RSK2-GFP Viren infizierten Motoneuron.
Balken = 50 um.

3. 2. 7. Hohere ERK-Phosphorylierung im embryonalen Rickenmark von RSK2-KO
Mausen

Um zu untersuchen, auf welche Weise RSK2 zur Hemmung des Neuritenwachstums
bei Motoneuronen fuhrt, wurden in Western blots die Expressionsniveaus und die
Phosphorylierung von verschiedenen Kinasen bestimmt, die mit RSK2 interagieren.
Es zeigte sich eine hdhere ERK 1/2 — Phosphorylierung im RSK2-KO Ruckenmark
von E12 Embryonen (Abb. 18 A). Die Expression von ERK selbst war nicht verandert.
Besonders deutlich war der Unterschied bei der Phospho-ERK2-Bande (p42). Keine
Unterschiede wurden bei den Kinasen AKT und GSK3R bezlglich Expression und
Phosphorylierung gesehen (Abb. 18 B, C). Im adulten Rickenmark von zwei Monate
alten mannlichen RSK2-KO Mausen konnte die veranderte ERK-Phosphorylierung
nicht gesehen werden, die Ergebnisse flir AKT und GSK3[ fielen wie im
embryonalen Rickenmark aus (Abb. 18 D-F). Als Beladungskontrolle wurde Tubulin

oder R-Aktin verwendet.
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Abb. 18: (A-C) Phosphorylierung und Expressionsniveau von ERK, AKT und GSK3/3
im Rickenmark von E12 RSK2-KO Embryonen und WT-Kontroll-Embryonen im
Western blot. Die Phosphorylierung von ERK 1/2 ist bei fehlendem RSK2 signifikant
erhéht (A; N=4). Bei AKT (N=5; B) und GSK3B (N=5; C) liegt kein Unterschied vor.
Dargestellt ist der Quotient der Bandenintensitéten der Phospho- und der jeweiligen
Kontrollbanden. (D-E) Phosphorylierung und Expressionsniveau von ERK, AKT und
GSK3B im Rickenmark von zwei Monate alten RSK2-KO und WT-Kontrollméusen
aus dem selben Wurf im Western blot. In der Phosphorylierung und im
Expressionsniveau zeigten sich keine Unterschiede. Dargestellt ist der Quotient der
Bandenintensitéten der Phospho- und der jeweiligen Kontrollbanden. N=3 fiir AKT
und GSK3B3; N=4 fiir ERK.

3. 2. 8. Hohere ERK- und AKT-Phosphorylierung in RSK2-KO Motoneuronen in vitro

Mit denselben Phospho-Ak, die in den WB Experimenten verwendet wurde, wurden
Immunfarbungen mit kultivierten Motoneuronen durchgefuhrt. Die Zellen wurden
nach 24 Stunden ohne neurotrophe Faktoren 30 Minuten lang BDNF und CNTF

ausgesetzt und zeigten im Falle von p-ERK und p-AKT ein punktférmiges Muster im
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Zellkdrper und teilweise auch in Neuriten. Eine Quantifizierung der Starke dieser
Signale zeigte wie in den WB-Experimenten eine starkere ERK-Phosphorylierung in
den RSK2-KO-Motoneuronen. Im Gegensatz zum WB war auch das p-AKT-Signal in
KO-Neuronen signifikant starker. Bei p-GSK3 war das Signal diffuser und es wurde
wegen einer Farbung in Nukleus und Zytoplasma in beiden Regionen getrennt
ausgewertet. In beiden Fallen bestand kein Unterschied zwischen KO und WT (Abb.
19 A). Um zu ergrunden, was der Hintergrund der punktformigen Verteilung von p-
ERK und p-AKT ist wurde eine Doppelfarbung mit einem Antikérper gegen
Cytochrom C Oxidase gemacht, der Mitochondrien markiert. Da der p-ERK-Ak
ebenfalls ein Maus-Ak ist konnte nur eine Doppelfarbung mit dem p-AKT-Ak
durchgefiihrt werden. Hier zeigte sich eine klare Uberlagerung der Farbung, so daf
davon auszugehen ist, dafy nach 30 minutiger Stimulation mit neurotrophen Faktoren
sich p-AKT an den Mitochondrien befindet (Abb. 12 B). Wegen des sehr ahnlichen

Musters ist zu vermuten, dal} es sich bei p-ERK ebenso verhalt.
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Abb. 19: (A) Phosphorylierung von ERK, AKT und GSK3B in kultivierten
Motoneuronen nach einem Tag in Kultur. p-GSKn = nukledres p-GSK383; p-GSKc =
zytoplasmatisches p-GSK3B. Das p-ERK und das p-AKT Signal sind in RSK2-KO
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Neuronen stérker. Bei p-GSK3B besteht kein Unterschied. P-ERK, KO: N=120; p-
ERK, WT: N=126; p-AKT, KO: N=94; p-AKT, WT: N=93; p-GSKn und p-GSKc, KO
und WT: N=20 (B) Beispielhafte Abbildung eines WT-Motoneurons, welches nach
einem Tag in Kultur 30 min lang mit BDNF und CNTF behandelt wurde. Férbung
gegen p-AKT (rot) und den Mitochondrien-Marker Cytochrom C Oxidase (grtin). Der
Zellkern ist mit 4’,6-Diamidin-2’phenylindol dihydrochlorid (DAPI) angeférbt. Die
Doppelfdrbung zeigt eine deutliche Kolokalisation von p-AKT mit Mitochondrien.
Balken=10 um. (C) Repréasentative immunzytochemische Bilder von Motoneuronen,
die einen Tag nach dem Ausplattieren 30 min lang mit BDNF und CNTF behandelt
worden waren und mit p-ERK, p-GSK38, und p-AKT geférbt wurden. Balken=10 um.

3. 2. 9. Der Mek-Inhibitor U0126 reduziert das uberschielende Axonwachstum von
RSK2-KO Motoneuronen

Um herauszufinden ob die hohere ERK-Phosphorylierung, die im WB und der
Immunhistochemie beobachtet wurde, flr die langeren Axone verantwortlich ist,
wurden kultivierte Motoneurone mit dem MEK1/2-Inhibitor U0126 behandelt. Die
MAPK Kinase MEK1/2 phosphoryliert ERK1/2. Damit sollte in den mit U0126
behandelten Neuronen die ERK-Phosphorylierung reduziert sein. Zunachst
bestatigte sich der Langenunterschied zwischen RSK2-KO und -WT Motoneuron-
Axonen mit dem Unterschied, dal} sich zusatzlich DMSO im Medium befand. In
U0126 behandelten Kulturen hatten RSK2-KO Neurone jedoch keine langeren Axone
als RSK2-WT-Neurone (Vergleich der beiden rechten Saulen in Abb. 20 A und B).
D.h. das ubermaflige Axonwachstum im KO wurde auf WT-Niveau reduziert.
Andererseits wurde durch den MEK-Inhibitor das Axonwachstum bei WT-Neuronen
nicht reduziert (Vergleich der beiden braunen Saulen mit senkrechtem Muster in Abb.
20 A und B). Unter U0126 war die Anzahl an Axon-Verzweigungen vermindert, dies
jedoch nicht signifikant (Abb. 20 C).
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Abb. 20: (A, B) Der MEK-Hemmer U0126 fiihrt dazu, dal RSK2-KO Neurone von der
Lénge her wildtypisch werden. Wenn man nur DMSO als Kontroll-Medium zu den
Kontroll-Kulturen gibt, zeigt sich der bekannte Ldngenunterschied zwischen WT- und
KO-Axonen. Dies gilt sowohl fiir die Gesamtldnge aller Verzweigungen (A) als auch
fuir das isolierte langste Axon. Die Lénge von WT-Neuronen wird durch U0126 nicht
reduziert. N-Zahlen in A und B: DMSO: KO: N=110; WT: N=114; U0126: KO: 107;
WT: 111. (C) Die Anzahl an Verzweigungen wurde durch U0126 vermindert, jedoch
nicht signifikant. Es wurden wieder die Endigungen unter Ausschlul3 der Hauptaxon-
Endigung gezahlt. N-Zahlen wie in A und B.

3. 2. 10. Spontane Erregbarkeit von kultivierten Motoneuronen

Kultivierte Motoneurone zeigen spontane Depolarisationen. Diese werden durch
spannungsabhangige Natrium-Kanale vermittelt, denn sie kdnnen durch Tetrodotoxin
inhibiert werden. Sie kdénnen durch den Calcium-Sensor FURA2 sichtbar gemacht
werden, der bei der mit der Depolarisation einhergehenden intrazellularen Erhdhung
von Ca?* ein Signal erzeugt (sieche Motoneuron-Soma in Abb. 21). Der Inhibitor von
N-Typ Ca?**-Kanilen Omega-Conotoxin hemmt solche Signale (Jablonka 2007). Bei
Motoneuronen von SMN-KO Mausen, dem Tiermodell der spinalen Muskelatrophie,
korreliert der Axonwachstumsdefekt mit einer Abnahme der spontanen neuronalen
Erregbarkeit (Jablonka 2007). Es wurde deshalb von Sibylle Jablonka untersucht, ob
bei RSK2-KO Motoneuronen eine Veranderung in der Erregbarkeit besteht.
Interessanterweise zeigte sich hier ein drastischer Effekt im Sinne einer Abnahme
der Erregbarkeit, ahnlich wie bei SMN-KO Neuronen, wobei RSK2-KO Neurone nicht

kirzere sondern langere Axone haben. Nach zwei Tagen in Kultur unter den gleichen
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Kulturbedingungen wie bei den Langenmessungen war der Unterschied signifkant fur
die vier untersuchten Zell-Regionen: Zellkérper (Soma), Dendrit, Axon und
Wachstumskegel (Abb. 21). Nach vier Tagen sinkt bei WT-Neuronen schon die
Anzahl an Transienten. Wegen des geringeren Unterschieds war die Abnahme der
Anzahl an Transienten nur im Soma signifikant. Wenn mehr Zellen getestet worden
waren, was nicht erfolgt ist, ware eine Signifikanz sehr wahrscheinlich auch in den
anderen drei Zellkompartimenten erreicht worden, zumal bei KO-Neuronen fast

Uberhaupt keine Transienten mehr auftraten.

[ RARY:RRRRRRRR: ARRRRREEY |

Anzahl an Ca?* Transienten
pro Minu

S D AWk S D A WkKS DA Wk S D A Wk

WT WT WT WT KO KO KO KO | WT WT WT WT KO KO KO KO

2 Tage in Kultur 4 Tage in Kultur

Abb. 21: Messung der spontanen CaZ2+-Transienten in kultivierten Motoneuronen
nach zwei bzw. vier Tagen in Kultur. Nach zwei Tagen produzieren RSK2-KO
Neurone signifikant weniger Depolarisationen als die WT-Neurone. Nach vier Tagen
zeigen sich in KO-Zellen fast keine Transienten. Der Unterschied ist auf Grund der
relativ niedrigen N-Zahl bei kleinem absolutem Unterschied in diesem Fall jedoch nur
im Soma signifikant. Es wurden vier Regionen untersucht: S=Soma; D=Dendrit;
A=Axon; Wk=Wachstumskegel. Die Abbildung zeigt eine Beispiel-Zelle mit den vier
Regionen und einem Ca**-Transienten im Soma. N=25 WT-Neurone und 10 KO-

Neurone an Tag 2. N=24 WT-Neurone und 10 KO-Neurone an Tag 4.
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3. 2. 11. Immunzytochemie im Wachstumskegel von Motoneuronen

Als nachstes galt es, eine Ursache fiir die Auffalligkeiten im Ca?*-Imaging zu finden.
Um die Verteilung oder Expression von Ca**-Kanélen in RSK2-KO Motoneuronen zu
bestimmen, wurden immunzytochemische Farbungen an Wachstumskegeln
durchgefiihrt. Mit Antikbrpern gegen den embryonalen N-Typ (Ca,2.2) als auch den
vornehmlich adult vorkommenden P/Q-Typ (Ca,2.1) Kanal zeigte sich in Farbungen
von zwei bzw. sieben Tagen alten Motoneuronen auf Laminin und Merosin, einer
Form von Laminin, die die prasynaptische Anordnung von Ca®*-Kanalen beeinfluft,
kein Unterschied in der Farbeintensitat (Abb. 22 A). Ob vielleicht nicht die Menge
sondern die Anordnung der Ca?*-Kanale verandert ist, kdnnte eine Doppelfarbung
mit einem anderen an der aktiven Zone vorkommenden Protein zeigen. Bei SMN-KO
Motoneuronen war die Uberlagerung mit Piccolo, einem aktive Zonen Protein,
reduziert (Jablonka 2007). Es ist gezeigt worden, dal} die B2 Kette von Merosin,
einer Form von Laminin, mit dem Calcium-Kanal Ca,2.2 interagiert. Diese Interaktion
fuhrt zur prasynaptischen Differenzierung und zur Bildung von Calcium-Kanal
Clustern (Nishimune 2004). Falls die Ca**-Kanale weniger Cluster bilden kdnnten,
wlrde sich das relative Farbemuster in einer Dopperfarbung mit den Antikérpern
gegen Ca,2.2 und Piccolo verandern. Auch hier war jedoch kein Unterschied in der
prozentualen Pixel-Uberlagerung zu finden (Abb. 22 B). Offensichtlich muR das
auffallige spike-Verhalten einen anderen Grund haben als die Verteilung der Ca?*-
Kanale. SchlieBlich wurde auch noch Bassoon, ein weiteres aktive Zonen Protein,
betrachtet: Auch hier war kein Unterschied in der Fluoreszenz-Starke zu finden (Abb
22 C).

3. 2. 12. Merosin hemmt das Axonwachstum auch bei RSK2-KO Motoneuronen

Der in Zellkultur beobachtete Axonwachstumsphanotyp fuhrt in vivo zu keinen
sichtbaren Beeintrachtigungen (siehe unten). Deshalb wurde die Zellkultur auf einem
Endplatten-ahnlichen Belag, wie schon bei der Calcium-Kanal Farbung (3. 2. 11.)
wiederholt. Die Endplatten-spezifische Laminin-Form ist Laminin 211/221 (Merosin).
Das Neuritenwachstum auf diesem Belag ist reduziert (Porter 1995). Moglicherweise

konnte Merosin dem Neuron signalisieren, dal} es die Endplatte erreicht hat, damit es

75



das Wachstum einstellt. Die Frage war, ob RSK2-KO Motoneurone in Zellkultur

langere Axone haben, weil das verwendete Laminin 111 bei diesen Neuronen das
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Abb. 22: Immunzytochemie Wachstumskegel. (A) Auf Merosin und Laminin wurden
Motoneurone fiir sieben Tage kultiviert (bei Ca,2.2 auch fiir zwei Tage) und mit
Antikérpern gegen den P/Q- und N-Typ Ca’’-Kanal geférbt. In keinem Fall bestand
ein Unterschied in der Fluoreszenz-Stdrke zwischen RSK2-KO und -WT
Wachstumskegeln. Auf der linken Seite sind beispielhafte Wachstumskegel
abgebildet. Balken=2 um; (B) In RSK2-KO und WT Wachstumskegeln gibt es keinen
Unterschied in der relativen Verteilung von Ca,2.2 Kanélen und dem aktive Zonen
Protein Piccolo. Es wurde der Uberlagerungsgrad des Ca,2.2 —Signals (griin) mit
dem Piccolo-Signal (rot) in % angegeben. Uberlagerung in gelb. Die Unterschiede
zwischen KO und WT sind nicht signifikant: P-Wert auf Laminin: 0.30; p-Wert auf
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Merosin: 0.33. Balken=10 um; (C) Die Fluoreszenz-Stirke des Bassoon-Signals ist
zwischen RSK2-KO und WT nicht verschieden. Balken=2 um.

Wachstum weniger hemmt und ob Merosin zu normalem Neuritenwachstum fuhrt.

Andererseits ist gezeigt worden, dal® die B2 Kette von Merosin mit dem Calcium-
Kanal Ca,2.2 interagiert. Diese Interaktion fuhrt zur prasynaptischen Differenzierung
und zur Bildung von Calcium-Kanal Clustern (Nishimune 2004). Wegen der
veranderten Calcium-Transienten bestand die Madglichkeit, dall durch eine
Veranderung in der Anordnung oder dem Vorhandensein von Calcium-Kanalen oder
der Bildung von Calcium-Kanal Clustern diese Interaktion nicht mehr stattfindet, und
auch das ,Stopp-Signal“ von Merosin nicht erkannt wird, was dazu fuhren wurde, daf®
die Axone der RSK2-KO Neurone durch Merosin im Gegensatz zum WT nicht
verkurzt werden. In der Tat hatten die WT-Neurone auf Merosin kirzere Axone, auch
bestatigte sich der urspriingliche Wachstums-Phanotyp von RSK2-KO-Motoneuronen
auf Laminin. Auf Merosin waren die RSK2-KO-Axone etwas langer als die WT-Axone,
der Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abb. 23 A). Auf Merosin verschwindet
also der Unterschied im Axonwachstum zwischen WT und KO. Alle Ergebnisse
gelten sowohl flr das Haupt-Axon als auch fur das Axon mit den Verzweigungen.
Damit zeigte sich, dal} unter Bedingungen, die der in vivo Situation mehr ahneln, der
Axonwachstumsphanotyp nicht vorhanden ist. Die RSK2-KO Neurone erkennen also
das Stopp-Signal. Bei der Anzahl an Verzweigungen bestatigte sich nicht die hdhere
Anzahl bei RSK2-KO Neuronen auf Laminin. Der Grund dafr ist nicht klar (Abb. 23
B).

Fkk
A I 1
Fk

o

KO WT WT KO KO WT WT KO

77

Fkk
600+

=
QL
500 g
=
4004 k=
s
£ 3004 E
200 =
-
100 =
[}
N
0- c

< KO WT KO WT

Laminin Merosin Laminin Merosin N Merosin

Axon+Verzweigungen Haupt-Axon



Abb. 23: Axon-Lédnge von Motoneuronen nach sieben Tagen in Kultur auf Laminin
und Merosin. (A) Auf Laminin sind die Axone von RSK2-KO Motoneuronen lénger als
bei WT-Kontroll-Neuronen. Merosin als Grundlage, auf der die Neurone wachsen,
fihrt zu kiirzeren Axonen, sowohl bei KO- als auch bei WT-Neuronen. Der
Unterschied in der Axon-Lénge ist auf Merosin nicht mehr vorhanden. Dies gqilt fiir
das Haupt-Axon und das Axon mit allen Verzweigungen. N (von links nach
rechts)=165, 172, 176, 172, 165, 172, 176, 172. (B) Auf Laminin besteht in diesem
Experiment kein Unterschied zwischen WT und KO bezliglich der Verzweigungen.
Der einzige signifikante Unterschied bei Vergleich der vier Balken untereinander
besteht zwischen WT auf Laminin und KO auf Merosin. N-Zahlen wie in A. Ein
ANOVA mit Newman-Keuls Test wurde jeweils fiir eine vierer Gruppe von KO und
WT auf Laminin und Merosin durchgefiihrt. Der Vergleich der zwei Balken auf
Merosin bei Axon+Verzweigungen und bei der Anzahl an Verzweigungen mit dem t-

Test fiihrte jeweils zu einem signifikanten Unterschied.

3. 3. Koordination und Muskelkraft bei RSK2-KO Mausen

Auf den ersten Blick schien das Verhalten der RSK2-KO Mause normal zu sein. Mit
verschiedenen Tests wurde untersucht, ob motorische Beeintrachtigungen, die nicht
unmittelbar ins Auge stechen, als in vivo Korrelate der Befunde in Zellkultur und an
der Endplatte bestehen. Zunachst wurde die Muskelkraft an der vorderen Extremitat
gemessen (Abb 24. A). Dabei muld die Maus einen Draht mit den VorderfllRen
festhalten, und es wird so lange vom Experimentator daran gezogen, bis die Kraft der
Maus nicht mehr ausreicht. Die Kraft im Moment des Loslassens wird gespeichert
und in Newton angezeigt. Es wurden in diesem Test keine Unterschiede zwischen
den Genotypen festgestellt. Da es Berichte gibt, dalk RSK2-KO Mause kleiner und
leichter sind als die WT-Kontrollmause (Dufresne 2001) wurde parallel bei den
selben Mausen das Korpergewicht bestimmt, da dieses auch eine Korrelation mit der
Kraft haben sollte. Bei Mausen in diesem Alter bestand hier kein Unterschied im

Gewicht (Abb. 24 B). Kraft und Gewicht wurden von Bettina Holtmann gemessen.

Da in der oben erwadhnten Untersuchung von Dufresne (2001) auch
Koordinationsdefekte berichtet wurden, wurde die Fahigkeit der Mause, auf einem

sich zunehmend schneller drehenden Rad (rotarod) zu balancieren, untersucht. Die
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Zeit bis die Tiere herunterfielen wurde gemessen. Auch hier bestand kein
Unterschied zwischen WT und KO (Abb. 24 C). Um die spontane Aktivitat zu
bestimmen, wurden die Mause in einen Kafig mit Laufrad gesetzt. Die spontane
Laufaktivitat, angegeben in Umdrehungen des Rades innerhalb von sieben Tagen,

war nicht signifikant verschieden (Abb. 24 D).
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3. 4. Der EinfluR von RSK2 auf das Neuritenwachstum bei PC12-Zellen

Die oben verwendeten Lentiviren, mit denen Motoneurone transfiziert wurden,
wurden auch zur Transfektion von PC12-Zellen verwendet. Mit dieser Technik war
eine Transfektionsrate von ca. 95% zu erreichen (Bender 2006). Die urspringlich
hergestellten Viren mit dem SFFV Promotor und HA tag, welche in Motoneuronen zu
keinem Farbesignal geflihrt hatten, konnten in PC12-Zellen gut verwendet werden.
Damit lagen also fur die wildtypischen, Kinase-inaktiven und konstitutiv aktiven
RSK2-Konstrukte jeweils zwei Virenkonstrukte vor: Eines mit SFFV Promotor und HA

tag und eines mit CMV Promotor und GFP tag. Zellen, die mit ersterem Konstrukt
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erfolgreich transfiziert wurden, kdnnen mit einem HA-Ak und entsprechendem 2.Ak
sichtbar gemacht werden. Zellen, die mit dem Konstrukt mit GFP tag transfiziert
wurden leuchten direkt durch das in den Zellen anwesende GFP. Der Kontroll-Virus
mit SFFV Promotor bildet eine Ausnahme indem er selbst ein GFP-Konstrukt hinter

diesem Promotor tragt. Hier mul} also nicht mit einen HA-Ak gefarbt werden.

Schon nach zwei Tagen in Kultur mit NGF waren die Neuriten mit etwa 70 pm im
Falle der GFP-Kontrolle ausreichend lange, um die Zellen fixieren zu kdnnen und die
Neuriten-Lange auszumessen. Samtliche Neuriten und Verzweigungen ergeben als
Summe den Wert der Neuritenlange einer Zelle. Als weitere Kontrolle wurden PC12-
Zellen ausplattiert, die kein NGF erhielten. Die Lange konnte nach Anfarbung mit
Neurofilament-M ausgemessen werden. Es zeigte sich auch ohne NGF ein geringes
Neuritenwachstum. In einem Experiment wurden parallel ausplattierte PC12-Zellen
mit den verschiedenen Viren transfiziert und auf gleiche Weise ausgewertet. Ein
solches Experiment wurde drei mal wiederholt. Da in den drei Experimenten die
absoluten Werte der GFP-Kontrolle nicht vollig gleich waren, wurde die
Neuritenlange in Prozent der Lange der GFP-Kontroll Neuriten, die als 100% gesetzt
wurde, angegeben. Damit konnten die Ergebnisse der Experimente besser
miteinander kombiniert werden. Interessanterweise wies in den beiden Ansatzen mit
den verschiedenen Promotoren und tags das Ergebnis in die gleiche Richtung: Die
konstitutiv aktiven Konstrukte verkirzten die Neuritenlange, das dominant negative
verlangerte sie. Das wildtypische Konstrukt hatte keinen Effekt (Abb. 25 B, D). Der
Effekt des dominant negativen Konstrukts war nur beim SFFV Promotor mit HA tag
signifikant. Das selbe Konstrukt unter dem CMV Promotor zeigte nur eine Tendenz
zu langeren Neuriten. Das konstitutiv aktive Konstrukt mit der Punktmutation (,Y“ in
Abb 25) hatte einen signifkant verklrzenden Effekt bei beiden Virenkonstrukten.
Beim konstitutiv aktiven Konstrukt mit der Deletion (,D“) war ein Effekt, der signifikant
war, nur mit dem CMV Promotor und GFP tag zu sehen. Mit SFFV Promotor und HA

tag kam es auch zu keiner Tendenz hin zu verkurzten Neuriten.

Wie auf den beispielhaften Aufnahmen in Abb. 19 A zu sehen, haben einige Zellen
keine Fortsatze. Sie haben also eine Neuritenlange von 0 ym. Da einige Autoren
statt der Neuritenlange die Anzahl an PC12-Zellen mit Fortsatzen angeben, was ein

weniger aussagekraftiger Parameter ist, da unberlcksichtigt bleibt, wie lange
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eigentlich die Fortsatze sind, seien hier noch die Prozentzahlen an Zellen mit der
Neuritenlange 0 um angegeben: CMV Promotor: K: 22%; W: 26%; Y: 45%; D: 35%;
G: 14%; SFFV Promotor: K: 16%; W: 23%; Y: 38%; D: 23%; G: 26%. RSK2 hemmt
also auch in PC12-Zellen das Neuritenwachstum, wie es sich schon bei
Motoneuronen herausgestellt hat. Ein besonderes Gewicht erhalt dieser Befund
einerseits dadurch, dal} das Neuritenwachstum in beide Richtungen verandert
werden kann, namlich durch konstitutiv aktive Konstrukte reduziert, durch das
dominant negative verstarkt, andererseits durch die Parallelitat der Ergebnisse in
zwei unabhangigen Virenkonstrukt-Reihen. In Abb. 26 sind in starkerer Vergrof3erung
mit den vier verschiedenen Konstrukten transfizierte PC12-Zellen dargestellt. Es
besteht kein Unterschied in der Verteilung zwischen den Konstrukten: Das GFP-
markierte RSK2 ist in allen Zellkompartimenten vorhanden. Die Verteilung wurde
untersucht, da die RSK2-Varianten madglicherweise in der Zelle unterschiedlich
verteilt sein konnten, insbesondere da bei D eine Region, die als PDZ-Ligand
bezeichnet wird, fehlt. Mit dieser Region kann RSK an Proteine mit PDZ-Domaéanen z.
B. aus der Shank-Familie binden, wodurch eine Regulierung der subzellularen
Verteilung moglich ware. Die transfizierten Zellen wurden auch mit Ak gegen APC,
GSK3B und Y10B gefarbt um eine mdgliche Kolokalisation auszumachen. Aufgrund
des sehr diffusen Musters der GFP-Fluoreszenz konnte jedoch keine klare
Kolokalisation festgestellt werden.

A GFP (G) CA(Y) B SFFV Promotor - HA tag

SFFV Promotor CMV Promotor

SFFV Pro-
motor
DN (K)

K w Y D G ohneNGF




Abb. 25: Neuritenwachstum bei PC12-Zellen, die mit Lentiviren transfiziert wurden,
die verschiedene RSK2-Konstrukte beherbergen. (A) Beispielhafte Abbildungen von
PC12-Zellen, die durch GFP griin leuchten (beide linken Bilder) oder durch HA-1.Ak -
Alexa Fluor 488 2.Ak Féarbung (drei restliche Bilder). Balken=150 um. (B) Das
konstitutiv aktive Konstrukt ,Y“ mit einer Punktmutation im autoinhibitorischen
Bereich hemmt das Neuritenwachstum. Das Konstrukt mit der Kinase-inaktiven
Doméne (,K*) steigert das Wachstum. Als Promotor wurde der SFFV Promotor
verwendet. Ein N-terminaler HA tag diente zur Sichtbarmachung. (C) Die selben
Konstrukte wie in B fiihren mit dem CMV Promotor und GFP tag zu sehr hnlichen
Ergebnissen. Das konstitutiv aktive Konstrukt ,Y“ hemmt das Neuritenwachstum,
wogegen das Konstrukt mit der Kinase-toten Doméne (,K*) nur tendenziell zu einer
Verldngerung der Neuriten flhrt. Hier verkiirzt auch das konstitutiv aktive Konstrukt
mit der Deletion der autoinhibitorischen Doméne (,D) das Wachstum. K=Dominant
negatives Konstrukt mit Kinase-inaktiver Doméne. W=wildtypisches RSK2 Konstrukt.
Y=Konstitutiv aktives Konstrukt mit Punktmutation. D=Konstitutiv aktives Konstrukt
mit Deletion. G=GFP Kontrolle ohne RSK2-Konstrukt. Es wurden drei Experimente
durchgefiihrt mit einer Gesamtzahl von ca. 120 PC12-Zellen pro Balken.

Abb. 26: Dargestellt sind PC12-Zellen in starkerer VergréBerung, die mit den vier
GFP-markierten RSK2-Konstrukten unter dem CMV Promotor transfiziert wurden.
Das Protein ist in allen Féllen im Zellkérper, Zellkern, Neurit und Wachstumskegel zu
finden. K=Dominant negatives Kostrukt mit Kinase-toter Doméne. W= wildtypisches
RSK2 Konstrukt. Y=Konstitutiv aktives Konstrukt mit Punktmutation. D=Konstitutiv

aktives Konstrukt mit Deletion. Balken=200 um.
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3. 5. Die Bedeutung von RSK fir die neuromuskulare Synapse bei Drosophila

melanogaster

Nachdem sich herausgestellt hatte, dal3 RSK2 bei der Maus das Motoneuron-
Wachstum beeinfluf3t, wurde an der neuromuskulare Synapse von rsk-Mutanten bei
Drosophila nach Auffalligkeiten gesucht. Zwischen Maus und Fliege waren ja schon
beim Lernen Parallelitaten gefunden worden. Die Ergebnisse der Drosophila-
Experimente wurden in ,Developmental Neurobiology® veroffentlicht (Fischer(b),
2009). Die neuromuskulare Synapse von Drosophila ist in der Vergangenheit im Blick
auf Morphologie und Funktion bei zahlreichen Mutanten, auch Lernmutanten,
charakterisiert worden. In dieser Arbeit wurde nur die Struktur und nicht die Funktion
untersucht. Bei Larven im dritten Larvenstation wurde im Segment A3 die
synaptische Region an den Muskeln 6 und 7 durch Immunhistochemie mit dem
SAP47-Ak nc46 (Reichmuth 1995) sichtbar gemacht und die Boutons gezahit bzw.
die Synapsen-Langen ausgemessen. Dabei wurden die neuromuskularen Synapsen
auf der linken und rechten Seite der gleichen Larve als unabhangige einzelne
Synapsen gesehen (der Begriff Synapse schwankt im Folgenden zwischen: aktive
Zone, einzelner Bouton und gesamte Kontaktflache aller Boutons, die die Muskeln

6/7 versorgen und wird prazisiert, wenn Mil3verstandnisse entstehen kénnten).

3.5. 1. GroRe der neuromuskularen Synapse

Es wurde zunachst untersucht, ob bei rsk Mutanten von Drosophila (Drosophila hat
nur ein rsk Gen) eine Veranderung in der GroRe motorischer Synapsen besteht.
Dazu wurden die RSK Nullmutante Df(1)ign®°®" (58/1) und die N-terminale Mutante
Df(1)ign“*** (24/3) (Deletion von 1322 Basenpaaren) mit WT CantonS (CS) Larven
verglichen. Es stellte sich heraus, dald die Anzahl an Endknopfchen (Boutons) bei
den Mutanten signifikant groRer als im WT ist. Dies war sowohl fur die absolute
Bouton-Zahl als auch fur die auf die Muskelflache bezogene Zahl gultig (Abb. 27, B,
C). Je grolier das Muskelsegment ist, desto mehr Boutons sind zu erwarten. Deshalb
wurde zusatzlich dieser relative Wert bestimmt. Die Signifikanz bei der relativen
Bouton-Zahl war hoher. Die getrennte Auszahlung der kleinen und grol3en Boutons
(1s und 1b) machte klar, dal® nicht eine der beiden Arten isoliert im KO vermehrt

vorkommt, sondern beide gleichermalien (Abb. 27 D, E).
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Abb. 27: Die Bouton-Zahl ist in rsk Mutanten bei Drosophila erhéht. (A)
Représentative Abbildungen von neuromuskuldren Synapsen von WT CantonS (CS)
Fliegen und Df(1)ign“°®" (58/1) Fliegen, gefarbt mit nc46 (SAP 47). (B) Absolute
Bouton-Zahl in CantonS (CS) Fliegen, Df(1)ign“®®" (58/1) und Df(1)ign“**" (24/3)
Fliegen. (C) Boutons pro Fldche der Muskel 6/7 im Segment A3. (D) Isolierte
Quantifizierung von Typ 1s-Boutons. (E) Isolierte Quantifizierung von Typ 1b-Boutons.
Balken = 50 um. 58/1: N=21; 24/3: N=14; CS: N=20 in B-E.

Neben der Bouton-Zahl wurde auch die Lange der neuromuskuldaren Synapse
bestimmt. Sie war im Gegensatz dazu zwischen CS und den Mutanten gleich (Abb.
28 A). Es wurde der Abstand zwischen den am weitesten entfernt liegenden Boutons
als Lange gemessen. Auch auf die Lange des Muskelsegments A3 bezogen bestand
kein Unterschied, so dal3 die hdhere Zahl an Boutons sich nicht auf eine grofRere

Ausdehnung erstreckt, sondern wahrscheinlich eher dichter oder verzweigter vorliegt.

3. 5. 2. Rettung der Bouton-Zahl

Um zu beweisen, dal} die Deletion von rsk fur den Bouton-Phanotyp verantwortlich
ist, wurden Rettungs-Experimente mit einer transgenen Linie mit einem 6,5 kb
genomischen Fragment des rsk Gens auf Chromosom 2 durchgeflhrt (Putz 2004).

Frihere WB Analysen von Fliegen-Lysaten hatten gezeigt, da® das endogene und
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Abb. 28: Die Lénge der neurosmukuldren Synapse ist sowohl absolut (A) als auch
auf die Muskelldange bezogen zwischen CS und den Mutanten nicht verschieden.
Auch die Lénge der neuromuskuldren Synapse im Falle der Uberexpression von rsk
(rechte Haélfte der Graphen; siehe auch Abb. 23 E, F) wird nicht beeinflul3t. 58/1:
N=21; 24/3: N=14; WT-CS: N=20; UAS:RSK: N=22; GAL4-D42/UAS:RSK: N=22;
GAL4-D42: N=27.

transgene RSK Protein in vergleichbaren Mengen exprimiert werden (Putz 2004).
Weibliche Df(1)ign“®®" Fliegen wurden mit mannlichen gen-RSK(T1) Fliegen (Putz
2004) gekreuzt. Die Boutons wurden ausschliel3lich in mannlichen Nachkommen
gezahlt (Df(1)ign®°®'/Y: T1/+ im Vergleich zu Df(1)ign®*®'/Y: +/+), da diese nur ein X-
Chromosom haben, welches die Nullmutation tragen muf}, wogegen weibliche

Nachkommen heterozygot flr die Mutation sind. Die Bouton-Zahl war in den KO-
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Nachkommen mit dem Rettungs-Konstrukt reduziert, was sowohl fur die absolute
Zahl als auch fur die Zahl pro Muskelflache zutraf (Abb. 29 A, B). Die transgene
Uberexpression von rsk in der Nullmutante kann also den Bouton-Zahl Phanotyp

retten.

Diese Experimente mit dem genomischen Konstrukt geben jedoch keinen Hinweis
darauf, ob RSK pra- oder postsynaptisch bendtigt wird. Zu diesem Zweck wurde in
einem weiteren Experiment RSK mit dem Gal4/UAS System (Brand 1993) in larvalen

Motoneuronen von Df(1)ign*®®"

Fliegen exprimiert. Der Hefe-Transkriptionsfaktor
Gal4 wird im Falle der verwendeten Linie D42 in Larven im dritten Larvenstadium im
zentralen Nervensystem sowie stark in Motoneuronen einschlieldlich der
Nervenendigungen und synaptischen Boutons exprimiert (Yeh 1995). Mannliche
Gal4-D42 Fliegen wurden mit weiblichen Df(1)ign“°®" Fliegen gekreuzt, die hinter
einer ,upstream activating sequence” (UAS) die rsk c-DNA tragen, die in den
Nachkommen nach Bindung von Gal4 an die UAS-Sequenz in den Motoneuronen
abgelesen wird. Es wurden wieder nur mannliche Larven ausgewertet. Diese
zellspezifische Rettung fuhrte zu einer signifikanten Reduzierung der Bouton-Zahl,
welche jedoch noch hoher als das WT-Niveau war, so dald eine zur vollstandigen
Rettung notige postsynaptische Komponente nicht ausgeschlossen werden kann.
Der Unterschied zum KO war im Falle der relativen Anzahl noch deutlicher als bei
der absoluten Anzahl von Boutons (Abb. 29 C, D). Als Kontrolle wurden mannliche
Larven verwendet, die bezuglich rsk wildtypisch waren und das D42-Gal4-Konstrukt
homozygot trugen. Letzteres sollte keinen EinfluR auf die Bouton-Zahl haben.
AuRerdem wurden als Kontrolle Df(1)ign®*®"/y: UAS:RSK Méannchen verwendet.
Diese haben das UAS-Konstrukt, was aber ohne Gal4-Transkriptionsfaktor kein RSK

Protein herstellen sollte.

3. 5. 3. Uberexpression von RSK

In einem weiteren Experiment wurde RSK im WT-Hintergrund in Motoneuronen mit
D42 Uberexprimiert. Dies flhrte zum gegenteiligen Effekt wie die 58/7 Deletion: Die
Zahl der Boutons war verringert im Vergleich zu den beiden Kontrollen, die entweder
nur das Gal4- oder das UAS:RSK-Konstrukt trugen (Abb. 29 E, F). Dies ist ein

weiterer Hinweis daflr, dall RSK eine prasynaptische Funktion hat, da die

86



Uberexpression genau dort zu einer Reduktion der Bouton-Zahl im Vergleich zum
WT fuhrt. Dabei wurden weibliche D42, D42 Fliegen mit mannlichen UAS:RSK;
UAS:RSK Fliegen, und fur die Kontrollen weibliche CS Fliegen mit mannlichen
UAS:RSK; UAS:RSK Fliegen und weibliche CS Fliegen mit mannlichen D42; D42
Fliegen gekreuzt. Die Lange der neuromuskuldren Synapse war nicht verschieden
(siehe oben Abb. 28). Die hdhere Bouton-Zahl bei den wildtypischen Kontrollen in
Abb. 29 E und F im Vergleich mit der WT-Kontrolle im urspringlichen Experiment in
Abb. 27 B kommt vermutlich daher, dal3 hier Kreuzungen mit wenigen Tieren
durchgefuhrt wurden, statt einfach eine groRere Anzahl an Fliegen von einem Glas
auf das nachste umzusetzen. Dies bedeutet, dal® weniger Fliegen in ein Glas gesetzt
wurden und damit weniger Larven sich durch die gleiche Menge an Futter
durcharbeiteten. Dies fuhrte zu einer groReren Kraftanstrengung der einzelnen Larve

und damit zu mehr Boutons, wie schon von Sigrist gezeigt worden ist (Sigrist 2003).

[Tl

9‘]-
30-
[rmmm, w 704
c 60
poerereeeremes o
= e =
S 50
O 407
0 207
201
10
" U- =
U%‘IR +S 3 U%1R+Si( Gald- D42 UASRSK GaldD42+ GalaDa2
- ] G -
il UASRSK
B D . .
* r T
— ~ N 120 f 1 0 1
(9} S £ 150 120
= 140 EHD
£ 1o £ 120 100
1%' \—:“El’—'g .90
— 901 - y 80
o 80 % 2 %
= 1 & 39 2
60 c 70 c o .
C 501 Q 60 Q =
Q 401 — 50 — 40
= a0 = 40 3 30 _
8 i o) % O 2
fva) 107 o 10 m 10 A
0- 0 0
581 521 +T1 531 + 581 + Gal4-D42 UAS:RSK  Gal4-D42+  Gald-D42
UASRSK  UASRSK+ UAS'RSK

Gal-D4z2

Abb. 29: (A) Die Expression eines genomischen rsk Konstrukts in der Nullmutante
reduziert die absolute Bouton-Zahl auf WT-Niveau. Df(1)ign“°®'/y: +/+: N=43;
Df(1)ign®®®'/Y: gen-RSK (T1)/+: N=45. (B) Auch die Bouton-Zahl pro Muskelflache ist
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reduziert. N-Zahl wie in A. (C) Die prasynaptische Expression von RSK reduziert die
Bouton-Zahl in der Nullmutante. Df(1)ign®*®'/Y: UAS:RSK: N=41; Df(1)ign®*®/Y:
UAS:RSK; GAL4-D42: N=33; GAL4-D42: N=8. (D) Auch die Bouton-Zahl pro
Muskelflache ist reduziert. N-Zahl wie in C. (E) Die absolute Bouton-Zahl ist in Larven
reduziert, die RSK in Motoneuronen (berexprimieren. UAS:RSK: N=22; GAL4-
D42/UAS:RSK: N=22; GAL4-D42: N=27. (F) Auch die Bouton-Zahl pro Muskelfldche
ist reduziert. N-Zahl wie in E. In allen Experimenten wurden nur ménnliche Larven

verwendet.

3. 5. 4. Durchschnittliche Anzahl an Synapsen in den Boutons

Eine Veranderung der Bouton-Zahl, wie sie sich bei den rsk-Mutanten herausgestellt
hat, konnte mit einer kompensatorischen Erhdohung der Zahl an Synapsen in den
Boutons einhergehen. Das Wort wird hier im Sinne der einzelnen aktiven Zone
gebraucht. Um dies zu untersuchen, wurde eine Farbung mit dem nc82 (,Bruchpilot,
BRP; Wagh 2006) Antikorper gemacht. Dieser erkennt das aktive Zonen Protein
Bruchpilot (Wagh 2006). Das Farbesignal sollte in seiner Intensitat proportional zur
Zahl an aktiven Zonen sein. Das Signal wurde im Segment A3 an den Muskeln 6/7
als mittlere Fluoreszenzstarke pro Flache der aktiven Zonen quantifiziert. Um den
Einflul® des Hintergrundes auf das Ergebnis zu reduzieren wurde zusatzlich der 5000
hellste Pixel bestimmt. AulRerdem wurden per Hand die einzelnen aktiven Zonen
gezahlt und mit diesen Werten die Zahl der aktiven Zonen pro Bouton-Flache sowie
die durchschnittliche Flache einer einzelnen aktiven Zone berechnet. Bei keiner
dieser Varianten der Bestimmung der Zahl bzw. Dichte oder Grolze aktiver Zonen
zeigte sich ein Unterschied zwischen der Nullmutante und dem WT (Abb. 30). Bei der
mittleren Fluoreszenzstarke und dem 5000 hellsten Pixel bestand eine Tendenz zur
Reduktion in der Nullmutante, die jedoch nicht signifikant war (p=0,28 flr die mittlere
Fluoreszenzstarke; p=0,15 fur den 5000 hellsten Pixel). Daraus ist zu schliel3en, dafl}

RSK die Zahl an Synapsen nicht unabhangig von der Bouton-Zahl reguliert.
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Abb. 30: Anzahl und GréRe der Synapsen in den Boutons. (A) Beispielhafte
Abbildung einer neuromuskuldren Synapse einer WT Larve, angeféarbt mit anti-BRP;
Balken=10 um. Die mittlere Fluoreszenz-Stirke (B) und der 5000 hellste Pixel (C)

A1 und WT nicht verschieden. Die Zahl an

waren zwischen Nullmutante Df(1)ign
Synapsen pro Bouton-Fldche (D) und die durchschnittliche Grée einer einzelnen
aktiven Zone (Synapse; E) waren ebenfalls nicht verschieden. 58/1: N=22; CS: N=24

in B-E.

3. 5. 5. Die Lokalisation von RSK an der neuromuskuldren Synapse

Die bisherigen Befunde wirden daflr sprechen, dal} das Drosophila RSK-Protein
auch direkt an der Synapse exprimiert ist. Es waren aber auch andere Mechanismen
denkbar, wie RSK die Bouton-Zahl beeinflussen konnte. Um das zu untersuchen,
wurden Farbungen mit einem Meerschweinchen Ak gemacht, der von Thomas
Raabe hergestellt und schon im WB erprobt worden war. Er ist gegen die C-terminale
Region des RSK-Proteins gerichtet. Im WB konnte von Thomas Raabe die Spezifitat
dadurch gezeigt werden, daR die RSK-Bande in Lysaten von Df(1)ign“*®" Fliegen
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nicht mehr vorhanden war (Abb. 31 A). In der Immunhistochemie bei Larven im
dritten Larvenstatium konnte jedoch keine spezifische Farbung an der
neuromuskularen Synapse gefunden werden. Das nur sehr schwache Signal, was
der Ak bei WT (CantonS) Larven lieferte, war unter exakt gleichen Bedingungen, z. B.
bezlglich Laserintensitat am konfokalen Mikroskop oder Farbeprozedur, genauso
auch bei Df(1)ign®®®" Fliegen vorhanden. Das kann bedeuten, daf entweder kein
RSK an der Synapse vorhanden ist, oder dald der Ak das endogene RSK nicht
erkennt. Jedoch zeigte sich im Falle der Uberexpression des RSK-Proteins in

Motoneuronen mit der D42 Gal4-Linie ein deutliches Signal mit dem selben Ak.

Dazu wurden wieder weibliche D42; D42 Fliegen mit mannlichen UAS:RSK;
UAS:RSK Fliegen gekreuzt. Die Boutons waren nicht flachig angefarbt, sondern man
konnte noch Unterstrukturen erkennen, so dall Doppelfarbungen mit anderen
prasynaptischen Proteinen gemacht wurden. Das Signal war von der Verteilung her
identisch mit dem von Cystein String Protein (CSP), einem Marker synaptischer
Vesikel (Mastrogiacomo 1994; Abb. 31 B). Hinweise dafur, dal’ RSK an den aktiven
Zonen lokalisiert ist, gab eine Doppelfarbung mit Bruchpilot (BRP) nicht. Hier gab es
nur eine partielle Uberlagerung (Abb. 31 C).

Zur weiteren Bestatigung, dall RSK, wenn auch in Uberexprimierter Form, an der
neuromuskularen Synapse vorkommt, wurde GFP-getaggtes RSK Uberexprimiert.
Dazu war von Thomas Raabe das genomische rsk-Konstrukt [gen-RSK(T1), Putz
2004], was fur das Rettungsexperiment verwendet wurde (3. 5. 2.), dahingehend
modifiziert worden, dal} die GFP Sequenz 5’ an das rsk offene Leseraster angehangt
wurde, was ein GFP-RSK-Fusionsprotein zur Folge haben sollte (gen-GFP-RSK).
Eine von Thomas Raabe durchgefuhrte WB-Analyse mit den entsprechenden
transgenen Fliegen hatte die Expression dieses Fusionsproteins gezeigt, wobei das
Expressions-Niveau in etwa dem des endogenen Proteins entsprach (Abb. 31 D).
Auch dieses nun in allen Zellen und nicht nur in den Motoneuronen Uberexprimierte
GFP-RSK Protein kolokalisierte mit CSP (Abb. 31 E). Das GFP-Signal konnte jedoch
auch in einem schmalen Saum um die CSP-Region herum gefunden werden. Dies
konnte postsynaptisches GFP-RSK sein, da das genomische Transgen auch im
Muskel exprimiert werden sollte. An der neuromuskularen Synapse umfaldt die

Postsynapse die Prasynapse, was diesen ringformigen Saum erklaren konnte. Diese
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beiden Uberexpressions-Experimente sprechen zusammen mit den Bouton-Zahl-
Experimenten flr eine prasynaptische Lokalisation und Funktion von RSK an der

neuromuskularen Synapse bei Drosophila.
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Abb. 31: Lokalisierung von RSK an der neuromuskuldren Synapse von Drosophila.
(A) WB Analyse von Fliegen-Lysaten von wild-typ (wt) und Df(1)ign“®®" (58/1)
Fliegen mit einem Antiserum gegen die C-terminale Region von RSK (WB von
Thomas Raabe). (B, C) Beispielhafte Abbildungen einzelner Boutons von GAL4-
D42/UAS:RSK Larven, angeféarbt mit anti-RSK und anti-CSP (B) und anti-RSK und
anti-BRP (C) Antikérpern. Die Uberlagerung ist in der dritten Spalte zu sehen. (D)
WB von WT und transgenen Fliegen, die das GFP-RSK Protein exprimieren, mit dem
Meerschweinchen RSK-Antiserum (WB von Thomas Raabe). (E) Larven, die das
GFP-RSK Protein exprimieren, wurden mit anti-GFP und anti-CSP Ak geférbt.
Balken=5um.

3. 5. 6. RSK vermindert die Bouton-Zahl durch Inhibition von ERK

Drosophila RSK wurde als negativer Regulator der Augen- und Flugelentwicklung

beschrieben, und zwar tUber eine Hemmung der MAP-Kinase ERK (Drosophila Rolled;
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RL; Kim 2006). Die folgenden Experimente sollten zeigen, ob RSK auch die Bouton-
Zahl Uber eine Beeinflussung von RL negativ reguliert.

AT Fliegen mit méannlichen r"®/BcGla Fliegen

Es wurden weibliche Df(1)ign
gekreuzt. Da rl Fliegen homozygot nicht lebensfahig sind wird der Stamm Uber einem

Balancer-Chromosom gehalten. Normalerweise tragt dieses die Marker SM6 und

Boutons
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Abb. 32: Genetische Epistasis-Experimente mit rsk und rl. (A) Die Mutante ri>®™ hat
mehr Boutons als CS. Durch die zusétzliche Entfernung des rsk-Gens in der
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Doppelmutante Df(1)ign“°®"/Y: riS®™/+ (58/1; ri®™/+) wird die Bouton-Zahl nicht weiter
erhéht. Die rl'% Mutation hat keinen Effekt auf die Bouton-Zahl in heterozygoten
Tieren, unterdrtickt jedoch den Bouton-Defekt von 58/1. Dieser Effekt ist jedoch nicht
signifkant, im Gegensatz zur Bouton-Zahl pro Muskelfléche: Hier ist die
Unterdriickung der Bouton-Zahl durch die rI"® Mutation bei Df(1)ign®®®" Larven
signifikant (B). CS: N=15; ri**"/+: N=14; Df(1)ign®*®"/Y: ri**"/+ (58/1; ri**™): N=12;
58/1: N=17; rl"% /+: N=16; Df(1)ign®*®'/Y; rl"® /+: N=18 in A und B. Es wurden nur

ménnliche Larven verwendet.

CyO. Zur Erkennbarkeit in der Larve wurde ein Balancer-Chromosom mit dem
Marker Bc (black cells) verwendet welches bei Larven schwarze Punkte erzeugt. Die
mannlichen Larven aus oben genannter Kreuzung ohne schwarze Punkte missen
dann den Genotyp Df(1)ign®*®"/Y: r'® /+ haben und wurden auf ihre Bouton-Zahl
untersucht. Sie hatten signifikant weniger Boutons als die mannlichen Nachkommen
einer Kontrollkreuzung zwischen Df(1)ign®*®" Weibchen und CS Mannchen, in der
Abb. 32 einfach als 58/7 bezeichnet. Fur diese Kontrolle wurde auch eine Kreuzung
angesetzt um gleiche Bedingungen v.a. bezuglich Anzahl der Larven pro Glas zu
schaffen, da diese, wie oben erwahnt, einen Einflul® auf die Bouton-Zahl haben kann.
Die Reduktion der Bouton-Zahl durch die r/ Mutation war nur dann signifikant, wenn
man die Bouton-Zahl auf die Muskelflache bezog (Abb 32 B) und nicht bei der
absoluten Bouton-Zahl. Das kdnnte daher kommen, dal} noch eine normale Kopie
des rl Gens vorhanden ist und damit der Effekt der Reduktion der Bouton-Zahl
nurpartiell ist. Die mannlichen heterozygoten ri’% /+ Larven selbst hatten die gleiche
Bouton-Zahl wie die CS-Larven, was das Ergebnis von Koh et al. (2002) bestatigt.
Parallel wurde wieder die Bouton-Zahl in CS-Larven bestimmt und hierbei bestatigte
sich noch einmal das Ergebnis, dal? 58/7 Fliegen mehr Boutons als WT-CS Fliegen

haben.

Die r*®™ Mutation fihrt durch den Ersatz der Aminosaure Aspartat Nummer 334
durch Asparagin (Brunner 1994) dazu, dal® das RL Protein nicht mehr an das RSK
Protein bindet. Dies sollte dazu fuhren, dall RSK RL-abhangige Prozesse nicht mehr
hemmen kann. In der Tat haben r*®*™ Larven &hnlich wie Df(1)ign®*®" Larven mehr
Boutons, was ebenfalls schon von Koh (2002) gezeigt worden war. Wenn RSK die

Bouton-Zahl wirklich Gber RL beeinflut, solite eine Doppel-Mutante Df(1)ign“°®"/Y;
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r1%®™/+ nicht noch mehr Boutons haben als die Einzel-Mutanten. Wenn beide Proteine
bezlglich des Bouton-Effekts in verschiedenen Signalwegen liegen und Uber
verschiedene Signalwege das Boutonwachstum beeinflussen, sollte man erwarten,
daf} die Doppelmutante noch mehr Boutons hat. Der Effekt sollte also additiv sein. Es
stellte sich heraus, dal die Doppelmutante genauso viele Boutons hat wie die Einzel-
Mutanten. Daraus ist also zu folgern, da? RSK den hemmenden Effekt auf das
Synapsenwachstum hauptsachlich Uber die Hemmung von RL ausubt. Es wurden
Df(1)ign®*®" Weibchen oder, fiir die Kontrolle, WT CS Weibchen mit I(1)phl/Y;
r%*™/r®*™ Mannchen gekreuzt und nur mannliche Larven mit dem Genotyp
Df(1)ign®®®"'1Y; riS®™/+ oder +/Y; ri*®"/+ ausgewertet (Abb. 26). Die I(1)phl Mutation
unterdriickt die dominante Weibchen Sterilitdt von r**™ und ri*®" unterdriickt die

Letalitat der I(1)phl Mutation in dem Stamm, der fur die Kreuzungen verwendet wurde.

4. Diskussion

Das RSK2 Gen ist bei Coffin-Lowry-Syndrom Patienten mutiert. Dies fuhrt einerseits
zu geistiger Behinderung mit kognitiven Defiziten und Gedachtnisstérungen,
andererseits zu Abnormalitdten des Skeletts sowie zu neurologischen und
motorischen  Auffalligkeiten.  Eindeutige  Hinweise fur neurodegenerative
Veranderungen gibt es bislang weder fur das zentrale noch das periphere
Nervensystem. Es war bislang zu vermuten, da} RSK2 das Gedachtnis entweder
Uber die synaptische Plastizitat im adulten Organismus oder direkt Uber das
Nervenwachstum oder -uUberleben schon in der Entwicklung beeinfluf3t.
Moglicherweise waren feine Veranderungen auf neuronaler Ebene makroskopisch
bislang nicht aufgefallen. Uberraschenderweise stellte sich in dieser Arbeit heraus,
dal} fehlendes RSK2 nicht zu Zelltod oder vermindertem Neuritenwachstum fuhrt.
Vielmehr fiihrt es zu verstarktem Neuriten- und Synapsenwachstum. Das Uberleben
von Neuronen war im wesentlichen unbeeintrachtigt. Dies bedeutet fur das
Verstandnis der Pathologie des CLS, dal} der kognitive und neurologische Phanotyp
am ehesten durch eine Dysregulation des Wachstums von Neuriten oder Synapsen

entsteht, weniger durch eine degenerative Veranderung.
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Im folgenden werden die einzelnen Ergebnisse in der Reihenfolge des 3. Kapitels

(Ergebnisse) diskutiert.

4. 1. Diskussion der Ergebnisse der Immunhistochemie im Hippocampus

Die Ribosomale S6 Kinase 2 beeinflult das Lernen bei Mensch, Maus und Fliege.
Daruber, wie RSK2 das Gedachtnis beeinflul3t, lagen zu Beginn der Doktorarbeit
keine Erkenntnisse vor. Da die RSK2-KO Linie von C. Bjorbaek (Dufresne 2001)
nicht mehr existierte, und da A. Hanauer seine RSK2-KO Maus selbst flr
Untersuchungen des Gedachtnisses verwenden wollte, beschaftigte sich diese Arbeit
mit den zellularen Wirkungen von RSK2 auf das Neuritenwachstum. Im Gegensatz
zu anderen Modellen fur neurodegenerative Erkrankungen, waren weder im
Hippocampus noch im peripheren Nervensystem morphologische Korrelate eines
neurodegenerativen Prozesses zu erkennen. In wildtypischen Mausen wurde das
RSK2-Protein im Hippocampus immunhistochemisch lokalisiert. Bislang war nur
bekannt, da® die RSK2 RNA v.a. in der CA3 Region des Hippocampus der Maus
exprimiert ist. Mit einem N-terminalen Ak gegen RSK2 soll auch das Protein dort
lokalisiert worden sein, dies ist aber ohne Abbildung im Text nur erwahnt (Zeniou
2002). Insbesondere existiert keine Spezifitdtskontrolle des Antikérpers in der
Immunhistochemie. Da die RSK Familienmitglieder starke Ahnlichkeit in
verschiedenen Domanen miteinander haben ist eine Kreuzreaktivitat des Antikdrpers

in der Immunhistochemie durchaus wahrscheinlich.

Deshalb wurden in dieser Arbeit drei RSK2-Ak auf ihre Spezifitat an Hand der RSK2-
KO Maus in der Hippocampus-Immunhistochemie getestet. Weitere RSK2-AK, die
erst spater bei Motoneuronen getestet wurden und zu Beginn der Arbeit noch nicht
zur Verfigung standen, wurden im Hippocampus nicht getestet. Einer der drei Ak, ein
p-RSK2-Ak, zeigte in der KO Maus so gut wie keine Farbung mehr, im WB war das
Signal abwesend. Im Kortex der KO Maus lieferte der AK jedoch eine Bande, so dal}
davon auszugehen ist, daf® er im Prinzip nicht spezifisch ist. Unter der Annahme, dal}
im Hippocampus RSK1 und RSKS3 so niedrig exprimiert sind, da} der p-Ak dort
praktisch nur p-RSK2 erkennt wurden mit diesem Ak Doppelfarbungen zur
genaueren Lokalisation angefertigt. Diese zeigten eine prasynaptische Lokalisation in

den Moosfaser-Terminalen sowie eine Lokalisation in den CA3 und CA1

95



Pyramidenzell-Kérpern sowie in den Koérnerzellen des Gyrus Dentatus. Das Ergebnis
ist wegen der mdglichen Kreuzreaktivitat im Hippocampus (starkere Farbung als in
der 2.Ak-Kontrolle) nicht voll befriedigend, gibt aber zumindest einen vorlaufigen
Hinweis auf die Verteilung des RSK2-Proteins im Hippocampus, nachdem von
Zeniou Uberzeugend nur die RSK2 RNA dort lokalisiert wurde. Das breite Band in
Abb 7 dieser Arbeit aus der Publikation von Zeniou erinnert an die halbmondférmige
Struktur in der p-RSK2 Farbung, die der synaptischen Kontaktregion zwischen

Moosfasern und Pyramidenzell-Dendriten entspricht.

Die LTP in den Moosfasern ist im Gegensatz zu der Schaffer-Kollateral-LTP rein
prasynaptisch (Zalutsky 1990). Sie ist abhangig von prasynaptischem Ca** Einstrom
(Kandel 2000). RSK2 konnte also eine Rolle bei der Ausbildung von prasynaptischer
LTP in dieser Hippocampus-Region bei der Maus spielen, mdglicherweise auch
durch eine Beeinflussung des Ca?* Einstroms, da sich ja in den spontanen Ca®'-
Einstromen in RSK2-KO Motoneuronen deutliche Auffalligkeiten gezeigt hatten. Eine
solche Funktion konnte auch beim Menschen fur die Gedachtnisbildung wichtig sein.
Fir Menschen liegen kaum Erkenntnisse dahingehend vor. Es wurde bislang nur die

RSK2 RNA im Foetus in den Hippocampus Anlagen nachgewiesen (Guimiot 2004).

Bei Drosophila scheint RSK an der neuromuskularen Synapse auch eine
prasynaptische Bedeutung zu haben. Dort wurde Uberexprimiertes RSK in der
Immunhistochemie lokalisiert. Auch in Motoneuronen der Maus in Zellkultur ist RSK2
Lprasynaptisch® in den Wachstumskegeln exprimiert, wenn auch in Zellkultur mit
vereinzelten Neuronen sich eigentlich keine funktionelle Synapse ausbilden kann.
Farbungen an der Prasynapse der neuromuskularen Endplatte in vivo wurden mit
RSK2-Ak nicht erfolgreich durchgefiihrt. Es ist ebenso mdglich, dal RSK2 bei der
Gedachtnisbildung im Hippocampus der Maus aulder in der CA3 Region z.B. noch im
Gyrus Dentatus oder in der CA1 Region eine Rolle spielt. Dort war das Phospho-
Protein jedoch hauptsachlich in den Zellkérpern exprimiert. Die Lokalisation an der
Prasynapse in CA3 macht einen Einflul auf die Funktion der Synapse dort

wahrscheinlicher.

Auf den ersten Blick scheinen Ergebnisse bei primaren corticalen Neuronen auf eine

postsynaptische Funktion von RSK2 bei der synaptischen Transmission hinzuweisen
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(Thomas 2005). RSK2 bindet mit einer Region am C-Terminus, die als PDZ
[postsynaptic density fraction (PSD)95/discs large/Z0-1] Ligand bezeichnet wird,
PDZ Domanen Proteine wie z.B. Proteine der Shank (src homology 3 domain and
Ankyrin repeat-containing protein-1) Familie. Eine Kinase-inaktive Variante von RSK2
hemmt nur dann die AMPA-Rezeptor abhangige mEPSC (miniature evoked
postsynaptic current) Frequenz wenn auch der C-terminale PDZ Ligand vorhanden
ist. Der Einflul3 auf die postsynaptische EPSC Frequenz ist also von der PDZ-Region,
also wahrscheinlich auch von der Bindung an PDZ Domanen Proteine abhangig. Die
Frequenz der mEPSCs, die hier signifikant vermindert war, ist allerdings
prasynaptischer Genese, da sie die Haufigkeit der einzelnen ausgeschitteten
Transmittervesikel anzeigt, wogegen die mEPSC Amplitude postsynaptischer Natur
ist und hier nicht verandert war. Die Autoren versuchen diesen Befund durch ein
retrogrades Signal zur Prasynapse zu erklaren, dies mul aber durch weiterflhrende

Experimente erst bewiesen werden.

In einer anderen Arbeit wurde ein Anstieg von p-RSK1 in der CA3-Region und im
Gyrus Dentatus der Maus nach Elektroschock-Kontext-Lernen (contextual fear
conditioning) gezeigt. Dieser Anstieg wurde durch Quantifizierung des Signals in der
Immunhistochemie mit einem p-RSK1 Ak von Santa Cruz gemessen ohne dafl}
jedoch die Spezifitat des Aks gezeigt wurde so dald hier durchaus auch das Signal
von p-RSK2 gemessen worden sein konnte. P-RSK1 wurde sowohl in den
Moosfasern als auch in den Pyramidenzellen nachgewiesen. 30 min nach
Konditionierung war der Anstieg hauptsachlich in CA3 Pyramidenzell-Nuklei zu
finden, so dal® von einer Translokation in den Nukleus ausgegangen wird
(Sananbenesi 2002).

Bei der wahrscheinlichen Redundanz der Funktionen der RSK Familienmitglieder
ware die Untersuchung einer RSK1-4 KO Maus interessant. Eine RSK1-3 Triple-KO
Maus existiert im Labor von A. Hanauer. Es gibt eine Publikation Uber CSF
(cytostatic factor) Aktivitat in Oozyten von diesen Mausen (Dumont 2005). Im
Verhalten wurden sie noch nicht getestet wegen des groRen Kreuzungsaufwandes
(A. Hanauer, personliche Mitteilung). Es ware auch weiterfuhrend, an diesen Mausen
die Spezifitatskontrolle mit dem p-RSK2 Ak durchzuflhren, um zu sehen, ob das

schwache Restsignal dann verschwunden ist.
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Auf welche Weise RSK2 im Hippocamus die synaptische Plastizitat beeinfluldt, ist
eine offene Frage. Falls es im Hippocampus auch, wie beim Axon- und Bouton-
Wachstum, zu einer Hemmung der ERK-Phosphorylierung kommt, konnte bei
fehlendem RSK2 eine UberschieBende ERK-Aktivierung die LTP ungunstig
beeinflussen. ERK spielt nachweislich eine Rolle bei Lernen und Gedachtnis (Atkins
1998).

4. 2. Diskussion der Ergebnisse der Motoneuron- und PC12-Zell Experimente in vivo

und in vitro

Embryonale Motoneurone in Zellkultur eignen sich sehr gut fur Kurzzeit-
Untersuchungen zum Uberleben und Neuritenwachstum oder zur Erforschung von
damit zusammenhangenden Signalprozessen. Sie lassen sich durch einen
Aufreinigungsvorgang mittels eines p75 Antikdrpers von anderen Zellen des
embryonalen Ruckenmarks separieren. Man kann Dendriten und das Axon mit
seinen Verzweigungen meist gut unterscheiden. In dieser Arbeit wurden einerseits
Motoneurone von RSK2-KO Mausen als auch WT-Motoneurone untersucht, die mit
RSK2-Konstrukten infiziert wurden. Auf den ersten Blick mag es verwirrend scheinen,
dall man Motoneurone von Mausen untersucht, die keinen motorischen Phanotyp
aufweisen, was sich auch in entsprechenden Untersuchungen der Koordination und
Muskelkraft bestatigte. Es soll jedoch hier das kultivierte Motoneuron als eine
Nervenzelle, die im Prinzip mit einem zentralen Neuron verglichen werden kann,
untersucht werden. Man sollte so auch Aufschlul® Uber zentrale Vorgange, die die
Kognition und das Gedachtnis betreffen, erhalten. In dieser Hinsicht ist der Einflufd
auf das motorische System in vivo irrelevant. Andererseits haben CLS-Patienten in
der Tat motorische Auffalligkeiten wie einen verminderten Muskeltonus oder eine
Muskelatrophie und es zeigten sich auch histologisch neurogene Veranderungen in
der Muskelbiopsie sowie eine verminderte Amplitude und Nervenleitgeschindigkeit in
der Neurographie (Vine 1986). Aullerdem wurden die RSK2-KO Mause nur wenigen
groben Motorik-Tests unterzogen, die nicht ausschlieRen, dal ev. feinere motorische

Defekte vorliegen.

Das wichtigste Ergebnis bei den RSK2-KO Motoneuronen war zugleich ein

Uberraschendes Ergebnis: Die Axone waren langer als bei WT-Kontroll Neuronen.
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Dieser Befund bestatigte sich auch in mehreren wesentlich spater durchgeflhrten
Experimenten nach Rulckkreuzung der Mause mit C57BI/6 Mausen. Bei den
Dendriten war eine Tendenz zu verstarktem Wachstum vorhanden. Wegen
wechselnder Ergebnisse bei fehlender Signifikanz wurden in spateren Experimenten
nur noch die Axone beurteilt. In die gleiche Richtung wies der Befund, dal® konstitutiv

aktives RSK2 in WT Motoneuronen zu einer Verkurzung der Axone flhrt.

Die langeren Axone bei RSK2-KO Neuronen waren unerwartet, da RSK2 CREB
phosphoryliert (Xing 1996, 1998), weshalb RSK2 fruher auch als CREB-Kinase
bezeichnet wurde. CREB wiederum wirkt positiv auf das Axonwachstum.
Sensorische und sympathische Neurone von CREB-KO Mausen haben kurzere
Axone in Kultur (Schmid 1999, Lonze 2002, Banno 2008). Also sollte RSK2 als
CREB-Kinase positiv auf das Axonwachstum wirken. Bisher gab es wenige
Ergebnisse bezlglich der Bedeutung von RSK flir Axonwachstum und synaptische
Plastizitat. RSK3 scheint einen positiven Effekt auf das Auswachsen von Neuriten bei
PC12-Zellen zu haben, so ein vorlaufiges Ergebnis aus dem Labor von W.D.Snider
(Poster neuroscience meeting; Li 2005). Uberexpression von konstitutiv aktivem
RSK1 in PC12-Zellen fuhrt zu Neuritenwachstum in der Abwesenheit des
normalerweise noétigen Wachstumsfaktors NGF, wogegen konstitutiv aktives RSK2
diesen Effekt nicht hat (Silverman 2004). Dieses Ergebnis stimmt damit Uberein, dal}
RSK2 auch in Motoneuronen keinen positiven Effekt auf das Neuritenwachstum hat,
sondern im Gegenteil das Axonwachstum zu hemmen scheint. Denn in Abwesenheit
des Proteins wachsen die Axone langer. In Zusammenschau mit den Befunden von
Silverman lage hier eine der wenigen Isoform-Spezifitdten von RSKs vor, die sogar in
die entgegengesetzte Richtung geht: RSK1 stimuliert das Neuritenwachstum, RSK2
nicht. RSK2 hat sogar einen negativen Effekt auf das Neuritenwachstum. Ob dies
grundsatzlich und unter allen Bedingungen der Fall ist und ob es sowohl fir die
Entwicklung als auch fur das adulte Nervensystem zutrifft gilt es durch weitere

Experimente herauszufinden.

Im Gegensatz dazu besteht bei der Regulation des Uberlebens von Motoneuronen
vermutlich ein Ausgleich der verlorenen Funktion von RSK2 durch andere RSK
Familienmitglieder oder MSK Familienmitglieder im Sinne einer Redundanz. Denn

RSK2-KO Motoneurone sind in Bezug auf das Uberleben unbeeintrachtigt.
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Uberraschend ist dieser Befund vor allem im Hinblick auf das degenerative
Krankheitsbild beim CLS. Weiterhin ist er Uberraschend, da berichtet worden war,
daR RSK2 in der Gegenwart von neurotrophen Faktoren das Uberleben von
Neuronen durch Phosphorylierung und damit Inaktivierung von BAD, einem
proapoptotischen  Protein, férdert (Bonni 1999). Phosphorylierung des
proapoptotischen Proteins DAPK (Death-associated protein kinase) durch RSK1 und
RSK2 ist ebenso Uberlebensfordernd (Anjum 2005). Uber die Regulation der
Transkription z.B. des anti-apoptotischen Gens Bcl2 sollte RSK2 auch einen
fordernden Effekt fir das Uberleben haben (Bonni 1999). Demgegeniiber war das
Uberleben der Motoneurone nach vier und sieben Tagen in Zellkultur normal. Jedoch
konnten die KO-Neurone bei fehlenden neurotrophen Faktoren nach sieben Tagen

besser Uberleben.

Wie in der Einleitung dargelegt hat aul3er neurotrophen Faktoren auch noch das
Vorkommen von Depolarisationen und damit zusammenhéangendem Ca?* Einstrom
einen uberlebens-fordernden Effekt auf Neurone. In PC12-Zellen unter genau
solchen Bedingungen ohne neurotrophe Faktoren flhrt die Herunterregulation von
RSK2 mittels siRNA zu einer erhéhten BAD-Phosphorylierung, was Uberlebens-
fordernd sein sollte (Clark 2007). Es gibt Hinweise, dal®k eher MSK1 als RSK2 die
hauptsachliche Kinase ist, die sowohl BAD als auch CREB phosphoryliert (Clark
2007). Das wiirde auch erklaren, daR bei fehlendem RSK2 das Uberleben mit

neurotrophen Faktoren nicht verandert ist.

Moglicherweise hat RSK2 unter verschiedenen Uberlebens-fordernden Bedingungen
wie neurotrophe Faktoren und z.B. Ca®* Einstrom in Abwesenheit von neurotrophen
Faktoren unterschiedliche Funktionen. In Abwesenheit von neurotrophen Faktoren
scheint es einen pro-apoptotischen Effekt zu haben, indem es die BAD-
Phosphorylierung hemmt, und dies wahrscheinlich Uber eine Hemmung der ERK-
Phosphorylierung erreicht (Clark 2007). DaR bei den Motoneuronen Ca** Einstrom
selbst von Bedeutung fur diese Funktion ist, ist aber eher unwahrscheinlich, da die
RSK2-KO Motoneurone kaum spontane Ca®*-Transienten aufweisen, v.a. nach

sieben Tagen in Kultur, wenn der Uberlebenseffekt am starksten ist.
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Das Uberleben der Motoneurone in vivo bei RSK2-KO M&usen war im N. phrenicus,
im Rdckenmarks-Vorderhorn und im N. fazialis nicht beeintrachtigt. In vivo stehen ja
auch neurotrophe Faktoren zur Verfugung und damit stimmt das Ergebnis mit der
Zellkultur Uberein. Die kultivierten Motoneurone wurden dann noch detaillierter
bezlglich der Anzahl an Axon-Verzweigungen und der Grof3e der Wachstumskegel
untersucht. Es war ja sowohl das Hauptaxon als auch das Axon mit allen
Verzweigungen im KO verlangert. Die Anzahl der Verzweiungen nahm in etwa
proportional zu der grolReren Lange des Hauptaxons zu, was bedeutet, dal} die
langeren Axone nicht durch einen selektiven Mechanismus der starkeren
Verzweigung zustandekommen, sondern dald das gleichmaRige Wachstum selbst
betroffen ist. An der Spitze des wachsenden Axons befindet sich der
Wachstumskegel, der z.B. bei Motoneuronen von SMN-KO Mausen um mehr als
60% kleiner ist als bei WT Mausen (Rossoll 2003). Bei RSK2-KO Mausen war der
Wachstumskegel signifikant kleiner, wobei der Unterschied nur etwa 10% betrug.
Aufgrund der hohen N-Zahl stellte sich aber doch ein signifikanter Unterschied

heraus, dessen Bedeutung nicht klar ist, und der auch nicht weiter verfolgt wurde.

Um in vivo noch weitergehend das motorische System zu betrachten, wurde die
motorische Endplatte angefarbt und die Grolle der postsynaptischen Region
bestimmt. Es zeigte sich, passend zu der inhibitorischen Funktion von RSK2, eine
grolRere Bungarotoxin-positive Oberflache auf Muskeln von RSK2-KO Mausen. Auch
die Anzahl an Verzweigungen der 3D rekonstruierten Postsynapse war im KO erhoht.
Die relativ kleinen wenn auch signifikanten Unterschiede fihren offensichtlich nicht
zu einem motorischen Defekt im Verhalten. Sowohl Koordination als auch
Muskelkraft waren bei RSK2-KO Mausen unbeeintrachtigt. Mdglicherweise existieren
im lebenden Organismus kompensatorische Mechanismen die eine hdhere
Wachstumsbereitschaft der Motoneurone und auch leicht vergrofRerte Endplatten

kompensieren konnen.

Da v.a. auch die Prasynapse von Interesse ist und nicht automatisch von der Grolie
der Postsynapse auf die Prasynapse geschlossen werden kann, wurde die
Lokalisation von CAST2 und von prasynaptischen Ca?*-Kanalen
immunhistochemisch untersucht. CAST2 ist ein aktive Zonen Protein, dem bei

Drosophila das Homolog bruchpilot entspricht. Hierbei zeigte sich in RSK2-KO
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Endplatten ein starkeres Signal, was wieder in die selbe Richtung weist, dal® RSK2

eine inhibitorische Funktion beim Nerven- und Synapsenwachstum hat.

Neben Motoneuronen von RSK2-KO Mausen wurden auch WT-Motoneurone von
C57BI/6 Mausen in Kultur untersucht. Diese wurden mit Lentiviren, die verschiedene
RSK2-Konstrukte enthielten, infiziert. Bei den vier Konstrukten, die auch zur Infektion
der PC12-Zellen verwendet wurden, zeigte sich nur in einem Fall ein Einflu auf das
Axonwachstum. Ein konstitutiv aktives Konstrukt fuhrte zu einer Verkurzung der
Axonlange. Es handelt sich dabei um das Konstrukt mit einer C-terminalen Deletion
von 54 Aminosauren. Dadurch wird die autoinhibitorische Doméane entfernt, so daf}
das Protein konstitutiv aktiv wird. Die Autophosphorylierung von Ser-386, welches
durch die C-terminale Domane phosphoryliert wird, ist erhdht, und die S6 Peptid
Phosphorylierung erfolgt trotz Behandlung mit einem MEK-Inhibitor, wogegen bei
wildtypischem RSK2 diese nur in Abwesenheit des MEK-Inhibitors nach Insulin oder
EGF Stimulation erfolgen kann (Poteet-Smith 1999). Der MEK-Inhibitor (PD 98059)
hemmt mit MEK auch ERK und damit die Aktivierung von RSK2. Dies macht aber nur
bei der anderen konstitutiv aktiven RSK2 Variante (,Y*“) einen Unterschied, da bei der
als D bezeichneten Form mit der Deletion auch die ERK Bindungsdomane fehlt, so
dall die konstitutiv vorhandene Aktivitdt nicht noch weiter durch EGF gesteigert
werden kann (Poteet-Smith 1999; Abb. 3b in dieser Veroffentlichung). Warum die
Variante Y mit der Punktmutation in der autoinhibitorischen Domane nicht zu einem
verkurzten Axonwachstum flhrt ist nicht klar. Bezuglich der S6 Phosphorylierung ist
die Y Variante nicht weniger aktiv als die D Variante. Moglicherweise konnte D in
Hinsicht auf andere Effekte wie die Inhibition von ERK starker konstitutiv aktiv sein
als Y, obwohl die zusatzliche Aktivierung durch ERK fehlt. Eine andere
Erklarungsmadglichkeit ware, daf bei D die als PDZ Ligand bezeichnete Domane, die
an PDZ-Regionen bindet, fehlt, wahrend sie bei Y vorhanden ist. Wie in der
Einleitung ausgefuhrt hat Thomas (2005) gezeigt, dal® RSK2 vermutlich Uber die
Domane mit der Aminosaure-Folge STAL am aulersten C-Terminus von RSK2 PDZ-
Domanen Proteine wie Shank bindet. Durch einen solchen Mechanismus kdnnte die
subzellulare Lokalisation von RSK2 bestimmt werden. Da bei D eine solche Bindung
wegfallen wirde konnte Uber eine unterschiedliche Lokalisation der Unterschied in

der Wirkung der beiden konstitutiv aktiven Konstrukte erklart werden. Die Verteilung
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der GFP-Fluoreszenz hatte nicht den Anschein, dall die RSK2-Varianten

unterschiedlich verteilt waren, qualitativ hochwertige Bilder gibt es jedoch nicht.

Ebenso wie das konstitutiv aktive Y-Konstrukt konnte auch wildtypisches RSK2 das
Axonwachstum nicht beeinflussen. Das Kinase-inaktive Konstrukt hat im Gegensatz
zu PC12-Zellen kein langeres Axonwachstum induziert. Moglicherweise reichte fir
solche Effekte die intrazellulare Menge an RSK2 nicht aus. Vielleicht war die
Transfektionseffizienz zu gering, so dal® zu wenig Viren in dasselbe Motoneuron
gelangten. Oder die vorhandene Virus-DNA wurde, trotz CMV Promotor, zu gering
exprimiert. Insgesamt weist der Befund trotzdem in die selbe Richtung wie die
Experimente mit den RSK2-KO Neuronen: RSK2 hat eine inhibitorische Funktion

beim Axonwachstum.

In PC12-Zellen waren die Ergebnisse konsistenter. Es wurden zwei verschiedene
Viren-Konstruke flr jedes RSK2-Konstrukt verwendet: Einmal mit HA tag und dem
schwacheren SFFV Promotor und mit GFP tag und dem starkeren CMV Promotor.
Nur letzterer war offensichtlich stark genug, auch in Motoneuronen zu einer
Expression zu fuhren, die auch mittels GFP Fluoreszenz sichtbar gemacht werden
konnte. In PC12-Zellen fihrte der schwachere SFFV Promotor jedoch ebenfalls zu
stark angefarbten Zellen in der HA-Immunzytochemie so dal® hier beide Konstrukt-
Varianten verwendet werden konnten. Zusammengefasst fuhrten die konstitutiv
aktiven Konstrukte zu kurzeren und die Kinase-toten Konstrukte zu langeren Neuriten
bei PC12-Zellen, bei denen kein Unterschied zwischen Axonen und Dendriten
besteht. Im Gegensatz zu Motoneuronen fuhrte das Y Konstrukt mit der
Punktmutation zu einer starkeren Verklrzung als D, welches im Falle des SFFV
Promotors sogar Uberhaupt keinen Effekt zeigte. Hier waren ahnliche Unterschiede in
der Verteilung durch den fehlenden PDZ-Liganden wie oben beschrieben denkbar.
Die Lokalisation innerhalb der Zelle war jedoch bei den verschiedenen Konstrukten
nicht verschieden. Vielleicht war die Sensitivitat der Nachweismethode nicht hoch
genug. Beim Kinase-toten Konstrukt war die Verlangerung der Neuriten nur beim

SFFV Promotor signifikant.

Wenn fehlendes RSK2-Protein in Motoneuronen zu verandertem Wachstum fihrt

sollte man annehmen, da® RSK2 in Motoneuronen exprimiert wird. Um endogenes
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RSK2 zu detektieren stellt sich hier das gleiche Problem mit der Spezifitat wie in der
Hippocampus Immunhistochemie. AuRer den drei RSK2-Ak, die im Hippocampus
ausprobiert wurden, wurden noch mehrere weitere RSK2-Ak auf ihre Verwendbarkeit
getestet. Einige zeigten Uberhaupt kein Signal, bei einigen war kein Unterschied
zwischen WT- und KO-Neuronen zu sehen. Bei dem Biotrend Ak KAS-STO07E war
ein Farbesignal im WT vorhanden, im KO war das Signal nicht mehr vorhanden, so
dald von einer Spezifitdt ausgegangen werden kann. Mit diesem Ak konnte das
endogene RSK2-Protein in Motoneuronen lokalisiert werden. Es war in Nukleus,
Zellsoma, Axon, Dendriten und Wachstumskegel vorhanden. In vivo wurde der Ak

nicht eingesetzt, ebenso nicht in PC12-Zellen.

RSK2 ist also in Motoneuronen exprimiert und hat einen Einflud auf das
Axonwachstum. Als nachstes stellte sich die Frage, Uber welchen Weg RSK2 einen
solchen inhibitorischen Effekt ausubt. Das Axonwachstum in Motoneuronen konnte
Uber eine veranderte Gen-Transkription, MRNA-Translation, dies ev. auch lokal, oder
eine veranderte Synthese von Mikrotubuli und Neurofilamenten beeinflul3t werden.
Nach EGF-Stimulation von Fibroblasten oder murinen embryonalen Stammzellen
phosphoryliert RSK2 das Histon H3, was Uber eine Veranderung der Chromatin-
Struktur zu verstarkter Gen-Transkription fuhren kdnnte (Sassone-Corsi 1999). Falls
RSK2 so in Motoneuronen zu einer verstarkten Transkription von bestimmten
Wachstums-hemmenden Faktoren fuhrt konnte dies die verlangerten Axone in

RSK2-KO Motoneuronen erklaren. Eine solche Hypothese ist aber schwer zu testen.

RSK2 hat auch einen Einflud auf die lokale Translation. Wie in der Einleitung
dargelegt ist die primare in vivo S6 Kinase die p70 S6 Kinase, die von mTOR
(mammalian target of rapamycin) aktiviert wird und die Initiierung der Translation
unterstitzt. Erst gegen Ende der Abfassung dieser Arbeit zeigten sich in
Publikationen Hinweise, dald auch die p90 S6 Kinase, also RSK, in vivo das S6
Protein unabhangig von mTOR phosphoryliert (Roux 2007). Aber auch unabhangig
von der S6 Phosphorylierung kann RSK2 die Translation beeinflussen: Nach
Stimulation metabotroper Glutamatrezeptoren in hippocampalen Schnitten der Ratte
wandern RSK1 und RSK2 zu Polyribosomen und bilden mit anderen Proteinen wie
ERK2 und GSK3[ einen Protein Translations-Komplex. Die Phosphorylierung der
konstitutiv aktiven Kinase GSK3B durch RSK2 fuhrt zu deren Inaktivierung. Die
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Phosphorylierung des Translations Initiations Faktors elF2B durch GSK33 hemmt die
Translation. Also wirde die Phosphorylierung und Inhibierung von GSK3@ durch
RSK2 an den Polyribosomen uber elF2B zu einer Steigerung der Translation fihren
(Angenstein  1998). Damit muifite Uber diesen Mechanismus in RSK2-KO
Motoneuronen die Translation reduziert sein, was eher zu kirzeren Neuronen fuhren
wurde. Allerdings fuhrt die Hemmung von elF2B auch zur Steigerung der Translation
einiger ausgewahlter mRNAs wie z.B. ATF4, was als Transkriptionsfaktor wiederum
die Transkription bestimmter fur das Wachstum wichtiger mRNAs steigern konnte
(Proud 2005). Also kénnte nach diesem Mechanismus der KO von RSK2 Uber eine
Steigerung ausgewahlter mRNAs bei reduzierter Gesamt-Translation zu einem
verstarkten Axonwachstum fuhren. Dieser sehr hypothetische Mechanismus wurde

experimentell in dieser Arbeit nicht verfolgt.

SchlieRlich wurde Uber die Analyse der Expression und Phosphorylierung dreier
Kinasen der Signaltransduktion, die mit RSK2 interagieren, ein méglicher Effekt von
RSK2 auf das Axonwachstum Uber eine Beeinflussung der Mikrotubulus-Dynamik
gefunden. Es wurden ERK1/2, AKT und GSK3p untersucht. ERK1/2 aktiviert, wie in
der Einleitung erwahnt, RSK2 durch Phosphorylierung der C-terminalen Doméane
(Scimeca 1992). GSK3B wird von RSK2 an Ser® phosphoryliert (Sutherland 1993;
Eldar-Finkelman, 1995). AKT wird durch PDK1 aktiviert (Alessi 1997), welches mit
RSK2 assoziiert und durch diese Interaktion aktiviert wird (Frodin 2000). Die
Expression und Phosphorylierung dieser drei Kinasen wurde im embryonalen
Ruckenmark, aus dessen Motoneuronen die Motoneuron-Kulturen hergestellt werden,
und im adulten Rickenmark im WB untersucht. Die Expression der Proteine war im
adulten Ruckenmark zwischen RSK2-KO und WT nicht verschieden. Jedoch gab es
einen Unterschied zwischen RSK2-KO und WT im embryonalen Rickenmark beim
Phosphorylierungszustand von ERK1/2 (nicht bei AKT und GSK3p). Hier war
insbesondere die ERK2 Bande mit dem geringeren Molekulargewicht von 42 kDa im
KO intensiver. Bei wahrscheinlicher Kreuzreaktion der Ak ist eine Differenzierung hier

jedoch problematisch.

Mit den selben p-Ak wie im WB wurden Immunfarbungen in Motoneuronen in Kultur
gemacht. Hier zeigte sich bei p-ERK ein starkeres Signal bei RSK2-KO

Motoneuronen, wie schon im WB. Zusatzlich war aber auch das p-AKT Signal bei
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RSK2-KO Neuronen verstarkt, dies im Gegensatz zum WB mit dem p-AKT-Ak.
Diskrepanzen zwischen WB von gesamtem Ruckenmark und Immunzytochemie von
isolierten Motoneuronen sind nicht erstaunlich, da die Motoneurone nur einen kleinen
Teil der Zellpopulation im Ruckenmark ausmachen. Man konnte sich vorstellen, daf}
bei fehlendem RSK2 weniger PDK1 an RSK2 gebunden vorliegt und damit mehr
durch andere Mechanismen aktiviertes PDK1 bereitsteht, AKT zu phosphorylieren.
Bei p-GSK3[3 bestand kein Unterschied in kultivierten Motoneuronen. Weiterhin war
die ERK-Phosphorylierung an der neuromuskuléren Synapse von adulten RSK2-KO
Mausen erhdht. Wie schon in mehreren friheren Veroffentlichungen angedeutet, hat

also RSK2 einen inhibitorischen Effekt auf die ERK-Phosphorylierung.

Um einen Bezug zum Motoneuronwachstum herzustellen, wurde ein Rettungs-
Experiment mit dem MEK-Inhibitor U0126 durchgefihrt, der iber MEK auch ERK
hemmen sollte. Diese Hemmung von MEK bzw. ERK flhrte in RSK2-KO
Motoneuronen zu einer Normalisierung des Axonwachstums. Das bedeutet, dal3 der
Inhibitor die gesteigerte ERK-Phosphorylierung in RSK2-KO Motoneuronen reduziert
und dadurch das Axonwachstum wieder verringert, was zeigt, dall ein
Zusammenhang zwischen der hoheren ERK-Phosphorylierung und dem gesteigerten
Axonwachstum in RSK2-KO Motoneuronen besteht. Die Hemmung von p-ERK in
WT-Neuronen reicht nicht aus, das Axonwachstum zu verringern, wobei keine
Versuche mit unterschiedlichen Konzentrationen des Inhibitors gemacht wurden.
Madglicherweise kdnnte eine hdhere Konzentration auch zu einer Verkurzung bei WT-
Neuronen fihren. Die verwendete Konzentration war 5 pM. U0126 hemmt in der
doppelten Konzentration von 10 pM das Hinterwurzel-Ganglien-Axonwachstum (Liu
2001). DaBl die RAS/RAF/MEK/MAPK-Kaskade bei  Wirbeltieren das
Neuritenwachstum positiv beeinflul3t, wurde v.a. in vitro aul3er bei Liu noch in
mehreren anderen Arbeiten gezeigt (Markus 2002). Das Neuritenwachstum bei
embryonalen Hinterwurzel-Ganglien wird positiv durch RAF beeinflut (Zhong 2007).
Konsitutiv aktives RAS oder RAF stimulieren das Axonwachstum bei kultivierten
Neuronen aus Hinterwurzel-Ganglien (Markus 2002). Kultivierte Motoneurone von C-
RAF-KO Ma&usen schienen in einer Untersuchung, die sich auf das Uberleben
konzentrierte, kurzere und weniger verzweigte Neuriten zu haben (Wiese 2001).

Interessanterweise ist das Wissen Uber den genauen Mechanismus, wie ERK das
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Axonwachstum beeinfluf3t, sehr gering. Ein solcher Mechanismus wird weiter unten
beschrieben (Goold 2005).

Ob in PC12-Zellen die ERK-Phosphorylierung mit den konstitutiv aktiven RSK2-
Konstrukten erniedrigt und durch das Kinase-inaktive Konstrukt erhéht wird konnte
bis zum Abschlu® der Doktorarbeit in WB-Experimenten nicht mehr beantwortet

werden.

Wie in der Einleitung dargelegt, liegt RSK2 in der Signalkaskade unterhalb von
ERK1/2. Die Phosphorylierung verschiedener Ser und Thr Reste von RSK2 wird
direkt oder indirekt durch die Aktivierung von ERK1/2 initiiert (Blenis 1993, Dalby
1998, Frodin 1999). Damit mul® die Hemmung der ERK-Aktivierung durch RSK2 Uber
einen negativen Ruckkopplungs-Mechanismus erfolgen. Ein solcher Mechanismus
konnte Uber die Phosphorylierung von SOS durch RSK2 zustande kommen, was
Uber eine Dissoziation von SOS von GRB2 zu einer Hemmung von RAS und damit
auch von ERK fuhren wirde (Douville 1997). Dieser Mechanismus wurde als
Erklarung fur die erhdhte ERK-Phosphorylierung im Muskel von RSK2-KO M&ausen
vorgeschlagen (Dufresne 2001). Die Autoren schlugen aullerdem vor, dal die
Expression von ERK Phosphatasen in RSK-defizienten Zellen reduziert sein kénnte,
da der ERK Signalweg selbst die Expression von bestimmten ERK Phosphatasen
erhdhen kann. Wenn ERK dies Uber RSK erreichen wirde, hatten RSK2-defiziente
Zellen weniger ERK Phosphatase Aktivitat und damit eine hohere ERK Aktivitat. Ein
Beispiel einer solchen ERK Phosphatase ist MKP1/Dual specificity Phosphatase 1
(MKP1/DUSP1).

Ein weiteres Argument fur eine Ruckkopplungs-Hemmung des ERK Signalwegs ist
der Befund einer erhdhten ERK-Phosphorylierung in PC12-Zellen und kortikalen
Neuronen, wenn RSK2 durch siRNA knock-down reduziert wird (Clark 2007). Nach
Ansicht dieser Autoren konnte RSK auch uber 14-3-3 Proteine RAF regulieren,
welches wie RAS oberhalb von ERK liegt. In einer anderen Publikation wurde gezeigt,
dall die basale und 5HT,n Rezeptor vermittelte ERK-Aktivierung in RSK2-KO
Fibroblasten erhoht ist (Sheffler 2006). Zudem hemmt RSK die ERK-abhangige
Augen- und Flugel-Differenzierung bei Drosophila, und zwar unabhangig von SOS
(Kim 2006), und reduziert, ebenfalls ERK-abhangig, die Bouton-Zahl an der
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neuromuskularen Synapse, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde (Fischer(b), 2009).
Auch RSK4 hemmt die Aktivierung von ERK (Myers 2004). Von RSK1 und RSK3 gibt
es dahingehend bislang keine Anzeichen.

Auf welchem Weg fuhrt nun die héhere ERK-Phosphorylierung zu langeren Axonen
in Motoneuronen? Ein denkbarer Mechanismus ist in Abb. 33 dargestellt und betrifft
die Mikrotubulus-Dynamik, die neben der Transkriptions- und Translationsregulierung
oben als dritter moglicher Mechansimus der Axonwachstums-Regulation durch RSK2
beschrieben wurde. Phosphoryliertes MAP1b (Mikrotubulus assoziiertes Protein 1b)
fuhrt zu einem verstarkten Mikrotubulus- und Axonwachstum, indem die Mikrotubuli
in einem dynamischen Zustand gehalten werden. Mikrotubuli, die sich fortdauernd
verkurzen oder verlangern kénnen insgesamt besser wachsen, da sie besser auf
extrazelluldre Reize reagieren konnen. Weiterhin wichtig fur die Lange von
Mikrotubuli ist ihre Stabilitat und Polymerisation, die GUber andere Wege reguliert wird
(Zhou 2005). MAP1b wird interessanterweise durch phophoryliertes GSK3R
phosphoryliert und damit aktiviert, obwohl GSK303, wie oben erwahnt, eine konstitutiv
aktive Kinase ist, die nach Phosphorylierung inhibiert wird. Die Erklarung dafur ist,
dall GSK30 sich gegenlber Kinasen, die vorher von anderen Kinasen phosphoryliert
wurden (,primed®) anders verhalt als gegenuber Kinasen, die nicht durch andere
Kinasen zusatzlich phosphoryliert werden wie MAP1b (,unprimed®). Die
Phophorylierung von GSK3R an Ser9 z.B. durch PI3K (phosphaticylinositol 3-kinase)
fuhrt zur Inaktivierung von GSK3[3. Unabhangig von dieser Ser9 Phosphorylierung
fuhren Neurotrophine und der ERK-Signalweg zu einer Aktivierung von GSK3}
bezuglich MAP1b und dadurch auch zu verstarktem Axonwachstum (Goold 2005).
Obwohl die Aktivierung von MAP1b durch ERK Uber GSK30 lauft hangt sie nicht von
einer erhohten Phosphorylierung an einer bestimmten anderen
Phosphorylierungsstelle bei GSK3R ab. Uber diesen Weg lieRRe sich erklaren, wie ein
erhohtes p-ERK Niveau in Motoneuronen zu langeren Axonen fuhrt. GSK30 ist zwar
daran beteiligt, ist aber nicht verandert phosphoryliert, weshalb im WB und der

Immunzytochemie auch kein Unterschied gesehen wurde.
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Abb. 33: Neurotrophine fiihren (ber den ERK-Signalweg und GSK3B zu einer
Aktivierung von MAP1b. Dies flihrt zu einer Erhéhung der Mikrotubulus-Dynamik und
damit zu stdrkerem Mikrotubulus-Wachstum. Zwei andere Wege fiihren (ber eine
Beeinflussung der Mikrotubulus-Stabilitdt und -Polymerisation ebenfalls zu

verandertem Mikrotubulus-Wachstum (aus Zhou 2005).

Da bei Motoneuronen von SMN-KO Mausen mit verandertem Axonwachstum auch
Veranderungen im Ca?* Imaging bestanden (Jablonka 2007) wurden auch bei RSK2-
KO Neuronen spontane Ca?*-Transienten gemessen, um mdglicherweise eine
Erklarung fur das veranderte Axonwachstum zu finden. Es wurde bei RSK2-KO
Motoneuronen eine sehr deutliche Reduktion in der Anzahl an spontanen Ca®"
Einstromen in die Zelle gefunden, jedoch konnte weder ein Zusammenhang mit dem
Axonwachstum hergestellt werden, noch konnte eine ursachliche Erklarung far
diesen Befund gegeben werden. Die Anordnung und Menge an Ca*" -Kanélen und

aktive Zonen Proteinen war zwischen KO und WT nicht verschieden.
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Zusatzlich wurde ein weiteres Axonwachstums-Experiment durchgefuhrt. Aufgrund
des Befundes der verdnderten Anzahl an spontanen Ca®" Einstrdmen bestand die
Vermutung, dall die KO-Motoneurone das Differenzierungssignal der 2-Kette von
Merosin nicht erkennen konnten. Dann wurden sie auf Merosin, einer Form von
Laminin mit Endplatten-typischen Untereinheiten, genauso lange Axone bekommen
wie auf Laminin 111, was in den bisherigen Experimenten verwendet wurde. Dieser
Verdacht bestatigte sich nicht, was auch mit dem normalen Ca?" -Clustering in der
Immunzytochemie Ubereinstimmt. Merosin reduzierte sogar die Axonlange auf WT-
Niveau. Das kénnte auch erklaren, warum in vivo keine Beeintrachtigungen in der
Motorik bei Testung der Muskelkraft, Koordination auf dem rotarod und der
spontanen Laufaktivitat im Laufrad zu finden waren. In vivo werden die Neurone am
Muskel gestoppt. Das verlangerte Axonwachstum kommt nur in Zellkultur zum tragen,
zu der zwar neurotrophe Faktoren hinzugegeben werden, in der aber keine Muskeln
vorhanden sind, mit denen die Neurone synaptischen Kontakt aufbauen kdnnten.
Durch den Kontakt mit Muskeln wird in vivo das Nervenwachstum eingestellt und die

Differenzierung der Prasynapse beginnt.

Beim motorischen System von CLS-Patienten gibt es bislang keine Information Uber
die Motoneuron-Anzahl, Axonwachstum sowie Anzahl an Axonen oder
neuromuskularen Synapsen. Wie oben erwahnt, sprechen einige wenige
elektrophysiologische Befunde fur eine Schadigung von Motoneuronen. Vermutlich
fuhrt auch hier, wie bei der Maus, der Kontakt mit dem Zielgewebe zu einer

regelrechten Beendigung des Neuritenwachstums.

4. 3. Diskussion der Experimente an der neuromuskularen Synapse von Drosophila

Nachdem die in vivo Ergebnisse bei RSK2-KO Mausen mit relativ geringen absoluten,
wenn auch signifikanten, Unterschieden fur eine Bedeutung von RSK2 fur die
Ausbildung der neuromuskularen Synapse sprachen, bestatigte die Untersuchung
der neuromuskularen Synapse von Drosophila melanogaster diese Befunde. Denn
auch hier hatte RSK einen negativen Einflul auf die Synapsen-Bildung. Die
absoluten Unterschiede waren deutlicher. Die Motoneurone von Drosophila wurden
hingegen in Zellkultur nicht untersucht. Ausgegangen wurde auch von der Erkenntnis,

dall bei Drosophila RSK die ERK-abhangige Differenzierung in der Fligel- und
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Augenentwicklung hemmt (Kim 2006). Wie in der Einleitung erlautert, hat ERK einen
positiven Einflul auf die Bouton-Zahl. Also kdnnte RSK auch das ERK-abhangige
Bouton-Wachstum hemmen. In der Tat war die Bouton-Zahl bei zwei verschiedenen
RSK-Mutanten (mit der kompletten Deletion des RSK-Gens und einer N-terminalen
partiellen Deletion) erhoht. Jedoch war die GroRe (Lange) der Synapse im

Gegensatz zu den Mausen unverandert.

Auf genetischer Ebene konnte dieser Befund noch genauer untersucht werden.
Zunachst wurde ein Rettungs-Experiment durchgefihrt, um zu zeigen, dal} die
Veranderung auch tatsachlich durch das mutierte Gen hervorgerufen wird. Durch ein
wildtypisches rsk-Transgen konnte die Bouton-Zahl wieder auf wildtypisches Niveau
reduziert werden. Da dieses wildtypische genomische Transgen sowohl pra- als auch
postsynaptisch exprimiert wird, wurde zusatzlich eine Rettung durch die Expression
der rsk c-DNA nur in Motoneuronen versucht. Auch hier kam es zu einer signifikanten
Reduktion der Bouton-Zahl, allerdings war sie nicht vollstandig, so dal3 eine
postsynaptische Komponente bei der Bestimmung der Bouton-Zahl durch RSK nicht
vollig ausgeschlossen werden kann. Alternativ konnte man sich vorstellen, dafd die
Expression prasynaptisch nicht ausreichend hoch war und deshalb nur eine partielle
Rettung erreicht wurde. Ebenfalls prasynaptisch wurde die rsk c-DNA auch noch im
Wildtyp-Hintergrund Uberexprimiert, was den Effekt hatte, dal® die Bouton-Zahl unter

das WT-Niveau reduziert wurde.

Eine hohere Bouton-Zahl konnte kompensatorisch zu einer niedrigeren Dichte an
Synapsen im Sinne von aktiven Zonen fuhren. Der umgekehrte Fall wurde fur
Mutanten des cAMP Signalwegs gefunden (Shayan 2000). Larven mit der rut’
Mutation oder Larven, die die dnc Phosphodiesterase Uberexprimieren, haben beide
weniger cAMP und weniger Boutons. Dafir ist die Flache und Menge an Synapsen in
einem einzelnen Bouton erhoht. Um dies bei der RSK-Mutante (hier wurde nur die
komplette Deletionsmutante untersucht) zu testen, wurden Farbungen mit dem
Marker fir aktive Zonen Bruchpilot (BRP) durchgefuhrt. Es zeigte sich in
verschiedenen Auswertemethoden kein Unterschied in der mittleren Zahl oder Dichte
an Synapsen pro Bouton, so dal} also RSK, im Gegensatz zu cAMP, die Bouton-Zahl

unabhangig von der Synapsen-Zahl (im Sinne von aktiven Zonen) reguliert.
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Aufgrund der bisherigen Ergebnisse sollte man erwarten, dall RSK prasynaptisch in
den Boutons lokalisiert ist. Es konnte aber auch sein, dal RSK vom Zellkern des
Motoneurons her oder vom Muskel her das Bouton-Wachstum beeinflut. Deswegen
wurde mit Immunhistochemie versucht, das RSK-Protein zu lokalisieren. Hier
existieren zwar nicht die Schwierigkeiten mit der Spezifitat wie bei der Maus, da
Drosophila nur ein RSK-Gen besitzt, wenn auch eine Kreuzreaktion mit der p70
Kinase auftreten konnte, aber bislang gibt es keinen gut funktionierenden Drosophila-
RSK-Ak fur die Immunhistochemie. Im Drosophila Nervensystem konnte eine
schwache Farbung im Calyx-Bereich des Pilzkorpers mit einem RSK-Ak gefunden
werden (T. Raabe, personliche Mitteilung). An der neuromuskularen Synapse lieferte
nur bei Uberexpression von RSK ein neuer Meerschweinchen-Ak ein Signal. Da auch
das GFP-markierte genomische RSK in den Boutons zu finden war, ist dies
zumindest ein starker Hinweis darauf, dall RSK prasynaptisch in den Boutons
lokalisiert ist. Doppelfarbungen wiesen auf eine grollerflachige Lokalisation im
ganzen Bouton hin was an die Lokalisation in den Moosfaser-Boutons in der CA3
Region des Hippocampus erinnert, wo p-RSK2 mit Synaptobrevin kolokalisiert und

ebenfalls grof¥flachig verteilt in der Prasynapse vorliegt.

Nun stellte sich die Frage, ob RSK in Drosophila die Bouton-Zahl ahnlich wie bei der
Flugel- und Augendifferenzierung und ahnlich wie bei Motoneuronen der Maus Uber
ERK/RL hemmt. Dazu wurden einerseits Df(1)ignA58/7 Fliegen, also Fliegen mit der
kompletten RSK-Deletion mit Fliegen mit der erk/rl-Mutation gekreuzt. Durch die
erk/rl-Mutation konnte die Bouton-Zahl auf WT-Niveau reduziert werden, was
bedeutet, dal bei fehlendem RSK die Erhdhung der Bouton-Zahl durch ERK erreicht
wird. Ferner war bekannt, daR eine konstitutiv aktive Variante von erk/rl (r°®™ ) bei
Drosophila ebenso wie die RSK-Mutante mehr Boutons hat und dal® bei dieser
Mutante ERK RSK nicht mehr binden kann. Nach Kim (2006) sollte ja RSK ERK
durch eine zytoplasmatische Ankerfunktion hemmen. Die Doppelmutante ri>em/
Df(1)9"4%¥" hatte genau so viele Boutons wie die Einzelmutanten, so da man daraus
schliellen kann, da® RSK und ERK als Teil des selben Signalwegs auf die Bouton-
Zahl einwirken, sonst ware der Effekt additiv. Beide Ergebnisse sprechen daflr, daf
auch bei Drosophila RSK die Bouton-Zahl uber eine Hemmung von ERK/RL hemmt.

Diese Hemmung scheint nur bei homozygot wildtypischem ERK/RL nétig zu sein,
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denn in heterozygotem Zustand macht es keinen Unterschied, ob RSK anwesend ist

oder nicht. Bei niedrigerer ERK-Menge ist eine Hemmung dann nicht mehr notig.

Nach Kim soll RSK die Translokation von ERK in den Zellkern inhibieren und
dadurch die ERK-abhangige Transkription hemmen. Allerdings ist die
neuromuskulare Synapse ein eigenes Zellkompartiment, welches nur durch ein
langes Axon mit dem Zellkern verbunden ist. Die Effekte von RSK und RL kdnnten
auch lokal in der Prasynapse stattfinden. Die Verteilung von RSK in der Prasynapse
nach den dargestellten Doppelfarbungen sieht der Verteilung von RL in Boutons sehr
ahnlich, indem beide Proteine diffus und nicht an aktiven Zonen lokalisiert sind (Koh
2002). Es konnte also sein, da® RSK die Lokalisation von ERK in Boutons durch
Bindung an ERK beeinflufdt. Interessanterweise zeigt ein Ak, der aktiviertes RL
erkennt, keine diffuse Verteilung mehr, sondern ein punktférmiges Muster, was am
ehesten aktiven Zonen entspricht (Koh 2002). Méglicherweise konnte also an ERK
gebundenes RSK dieses in der Synapse hemmen. Nur ungebundenes,

phosphoryliertes und aktiviertes ERK wurde zur aktiven Zone wandern.

Auch bei Drosophila stellte sich wie bei der Maus bezlglich des Axonwachstums die
Frage, auf welche Weise ERK die Bouton-Zahl positiv beeinflul3t. Ein ahnlicher
Mechanismus wie in der Maus ist denkbar. Denn das Drosophila Homolog von
MAP1b, Futsch, fuhrt Uber eine Erhdhung der Mikrotubulus-Dynamik zu einem
verstarkten Synapsenwachstum (Roos 2000). Ferner scheint Drosophila ERK Uber
eine Regulation der Menge des Zelladhasionsmolektls Fasciclinll die Bouton-Zahl zu
regulieren (Koh 2002). Es reguliert z.B. bei rf5em Fliegen die Fasciclinll Menge
herunter, was bekanntermalen zu mehr Boutons fuhrt, da fir das Bouton-Wachstum

die Anheftung an Umgebungsmolektle gelockert werden mul3.
4. 4. Ausblick

Erstmals konnte mit den in dieser Arbeit vorgestellen Experimenten eine spezifische
Funktion von RSK2 auf neuronaler Ebene gezeigt werden. Ein besonderes Gewicht
bekommen die Ergebnisse durch die fast ausnahmslos widerspruchsfreien
Einzelbefunde sowohl bei der Maus als auch bei der Fliege, die sich auch mit

zahlreichen Ergebnissen aus der Literatur zur Deckung bringen Ilassen.

113



Unerwarteterweise nimmt RSK2 eine inhibitorische Funktion sowohl im ERK-
Signalweg als auch beim Neuriten- und Synapsenwachstum ein. Es gab jedoch, wie
in der Diskussion dargelegt, bisher schon mehrere Hinweise, da} RSK2 den ERK-
Signalweg zu hemmen scheint. Interessanterweise hat die einzige RSK Form, die bei

Drosophila vorkommt, auch eine inhibitorische Funktion.

Die nachsten Schritte zur weiteren Aufklarung der Funktion von RSK waren bei
Drosophila die Lokalisation von ERK und RSK an der neuromuskularen Synapse mit
entsprechenden spezifischen Antikorpern. Ist in der RSK-Mutante ERK an der
neuromuskularen Synapse vermehrt vorhanden? Zusatzlich ware von Interesse,
bestimmte funktionelle Domanen von RSK zu mutieren und in den entsprechenden
transgenen Fliegen zu prufen, ob dann noch eine Rettung an der neuromuskularen
Synapse erfolgen kann. Z. B. ware zu erwarten, dal} ein RSK-Protein ohne die C-
terminale ERK Bindungs-Domane den Bouton-Phanotyp nicht mehr retten kdnnte, da

die Hemmung von ERK Uber die Bindung von RSK zu erfolgen scheint.

Da eine postsynaptische Komponente bei der Bestimmung der Bouton-Zahl durch
die bisherigen Experimente nicht ausgeschlossen werden konnte ware ein
weiterflihrendes Experiment, mittels eines RSK RNAi-Konstrukts (Neuser 2008) nur
prasynaptisch in Motoneuronen RSK zu supprimieren und den Effekt auf die Bouton-
Zahl zu untersuchen. Zudem mufte eine elektrophysiologische Untersuchung der
Neuro-Transmission sowie eine elektronenmikroskopische Analyse der Synapse (T-

Balken, Transmitter-Vesikel, Gro3e der Synapsen) erfolgen.

Weiterhin ware zu prufen, ob auch ein Uberschiellendes Neuritenwachstum im
zentralen Nervensystem der Fliege vorliegt, was den Lern-Defekt erklaren kdnnte.
Eine parallele Hemmung des Synapsenwachstums im peripheren und zentralen
Nervensystem wurde beim Drosophila Modell des fragilen X-Syndroms gezeigt, einer

anderen Form der geistigen Behinderung (Pan 2004).

Auch im Mause-Gehirn koénnte ein ungeregeltes Neuriten-Wachstum zu
Gedachtnisstorungen fuhren. Man konnte die Lange und Zahl der Verzweigungen
von Neuriten im Hippocampus messen und zwischen RSK2-KO und WT vergleichen.

Mittels eines Tier-MRTs konnte das Gehirn von RSK2-KO Mausen morphologisch
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untersucht werden. Vielleicht zeigen sich bei der Maus schon makroskopisch

Veranderungen, welche bei CLS-Patienten sehr rar sind.

Bei PC12-Zellen sollte im WB untersucht werden, ob die ERK-Phosphorylierung
durch die Anwesenheit der verschiedenen RSK2-Konstrukte in einer Weise
beeinflult wird, wie man es bei einer inhibitorischen Funktion von RSK2 erwarten

wurde.
Bei kultivierten Motoneuronen kdnnte ein Rettungs-Experiment durchgefihrt werden,

indem RSK2-KO Motoneurone mit WT-RSK2 Lentiviren infiziert werden, was zu einer

Normalisierung des Axon-Lange fuhren sollte.

5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte die Funktion der Ribosomalen S6 Kinase 2 (RSK2) auf
neuronaler Ebene untersucht werden. Dahingehend gab es, z.B. auf Grund der
Phanotypen von Fliegen und Mausen mit Mutationen im entsprechenden Gen oder
von Patienten mit Coffin-Lowry-Syndrom (CLS) nur Vermutungen. Es bestand
letztlich die Hoffnung, einen Beitrag zur Aufklarung der Pathophysiologie des CLS zu
leisten. Es stellte sich auf Grund von Experimenten sowohl in vivo als auch in vitro in
verschiedenen Modellsystemen in dieser Arbeit heraus, dald RSK2 einen negativen
Einflud auf das Neuriten- und Synapsenwachstum hat. In kultivierten Motoneuronen
fihrte der KO von RSK2 zu langeren Axonen und die Uberexpression eines
konstitutiv aktiven RSK2-Konstrukts zu kurzeren Axonen. In PC12-Zellen flhrte die
Expression von konstitutiv aktiven RSK2 Konstrukten zur Verklrzung der Neuriten
und die Expression eines Kinase-inaktiven RSK2 Konstrukts zu langeren Neuriten. In
vivo war die neuromuskulare Synapse bei RSK2-KO Mausen vergrol3ert und hatte
bei Drosophila rsk Mutanten mehr Boutons. Das RSK2-Protein ist in Motoneuronen
der Maus und in Uberexprimierter Form in den Boutons der neuromuskularen
Synapse bei Drosophila nachweisbar. Damit wurde zum ersten Mal die Funktion von

RSK2 auf neuronaler Ebene beschrieben.
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Bezuglich des Mechanismus, wie RSK2 das Nervenwachstum beeinflul3t gab es
deutliche Hinweise, die dafur sprechen, da® RSK2 dies uUber eine in der Literatur
schon haufiger beschriebene Hemmung der MAPK ERK1/2 erreicht. Fur diese
Hypothese spricht die Tatsache, dal® die ERK-Phosphorylierung in murinen
Motoneuronen und im Riuckenmark embryonaler Mause der RSK2-Mutante erhdht ist
und der Axonwachstumsdefekt durch eine Hemmung von MEK/ERK behoben
werden kann. Auch ist die ERK-Phosphorylierung an der murinen Muskel-Endplatte
in der Mutante erhoht. Zudem zeigen genetische Epistasis-Experimente in
Drosophila, dal RSK die Bouton-Zahl uber ERK/RL hemmt. RSK scheint also in
Drosophila von der Funktion her der RSK2-Isoform in Wirbeltieren sehr ahnlich zu

sein.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis ist die Beobachtung, dald RSK2 bei Motoneuronen
keinen wesentlichen EinfluR auf das Uberleben der Zellen in Gegenwart
neurotropher Faktoren hat. Mdglicherweise spielen hier redundante Funktionen der
RSK Familienmitglieder eine Rolle. Ein bislang unerklarter Befund ist die reduzierte
Frequenz spontaner Depolarisationen bzw. damit einhergehender Ca”* Einstrome bei
RSK2-KO Motoneuronen in Zellkultur. Die Haufigkeit und Dichte von Ca?*-Kanalen
und aktive Zonen Proteinen war in Motoneuronen nicht von der Anwesenheit des
RSK2-Proteins abhangig.

Im Hippocampus konnte aullerdem das RSK2-Protein prasynaptisch in den
Moosfaser-Boutons der CA3 Region nachgewiesen werden. Es befindet sich auch in
den Pyramidenzellen, aber nicht in den Pyramidenzell-Dendriten in CA3. Bezulglich
der Bedeutung dieser Befunde fur die Aufklarung der Pathologie des CLS ist zu
folgern, dal} der neuro-psychologische Phanotyp bei CLS Patienten wahrscheinlich
nicht durch reduziertes Uberleben von Neuronen, sondern eher durch disinhibiertes
Axonwachstum oder Synapsenwachstum bedingt ist. Dies kann grob sowohl fur die
peripheren als auch die zentralen Defekte gelten, denn die Synapsen im ZNS und
am Muskel sind in ihrer molekularen Ausstattung z.B. im Bereich der Vesikel, der
aktiven Zonen oder der Transmitterausschuttung sehr ahnlich. Weiterhin konnte eine
veranderte synaptische Plastizitat u.a. an der Moosfaser-Pyramidenzell-Synapse in
der CA3 Region des Hippocampus eine Rolle bei den kognitiven und mnestischen

Einschrankungen der Patienten spielen. Die Entdeckung, dal® aktiviertes ERK bei
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den beobachteten Effekten eine Rolle spielt kann fir die Entwicklung von

Therapiestrategien eine wertvolle Erkenntnis sein.

6. Summary

In this thesis the function of the Ribosomal S6 Kinase 2 (RSK2) on the neuronal level
should be investigated. Due to the phenotypes of flies and mice with mutations in the
respective gene or of Coffin-Lowry-Syndrome (CLS) patients there existed only rough
speculations. An aim was to make a contribution to the elucidaton of the
pathophysiology of the CLS. In this thesis it could be shown by experiments in vivo
as well as in vitro in different model systems, that RSK2 has a negative influence on
neurite- and synapse growth. In cultivated motoneurons the KO of RSK2 increased
the length of axons and the overexpression of a constitutive acitve RSK2-construct
reduced axon length. In PC12 cells expression of constitutive active RSK2-constructs
reduced neurite-length and expression of a kinase-dead RSK2-construct increased
neurite-length. In vivo the size of the neuromuscular synapse of RSK2-KO mice and
the bouton number at the Drosophila neuromuscular junction was increased. The
RSK2-Protein could be found in mouse motoneurons and, if overexpressed, in
boutons at the Drosophila neuromuscular junction. These results show for the first

time, which function RSK2 has on the neuronal level.

With respect to the mechanism, how RSK2 influences neurite growth, there was
evidence, that RSK2 does this by inhibition of the MAPK ERK1/2. The latter has been
described in literature before. Arguments for this are the findings, that ERK-
phosphorylation in mouse motoneurons and in embryonal spinal cord of the RSK2
mouse mutant is increased and that the axon-growth defect can be rescued by
inhibition of MEK/ERK. Besides this, ERK-phosphorylation at the neuosmuscular
endplate of RSK2-KO mice is increased. Moreover, genetic epistasis experiments in
Drosophila show, that RSK inhibits bouton numbers via ERK/RL. So, Drosophila RSK

seems to resemble, according to its function, the vertebrate RSK2-isoform.

A further important result is the observation, that RSK2 has no effect on survival of
motoneurons in the presence of neurotrophic factors. Possibly redundant functions of

RSK family members are responsible for this. A so far unexplained finding is the
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reduced frequency of spontaneous depolarisations with concomitant Ca®* Influx in
cultured RSK2-KO Motoneurons. The amount and density of Ca?* channels and
active zone proteins was not dependent on the presence of the RSK2-Protein in

motoneurons.

In the hippocampus the RSK2-Protein could be found presynaptically in mossy-fiber
boutons in the CA3 region. Moreover, it is localized in pyramidal cells, but not in the
pyramidal cell dendrites in the CA3 region. With respect to the impact of these
findings on the understanding of the CLS pathology, it is, according to the results of
this thesis, probably not caused by reduced survival of neurons, but by disinhibited
axon and synapse growth. This may account roughly for peripheral as well as central
defects, because synapses in the central nervous system and at the muscle are very
similar with respect to the molecular organization for example of vesicles, the active
zone or transmitter release. Furthermore, a change in synaptic plasticity for example
at the mossy-fiber pyramidal cell synapse in the CA3 region of the hippocampus
could lead to the cognitive and mnestic deficits in CLS patients. The finding that
activated ERK plays a role in the observed effects can guide the way for new

therapeutic strategies.
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8. Anhang

Abkilirzungsverzeichnis

Ak Antikorper

BAD bcl2 associated death protein

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

BSA Bovines Serumalbumin

CaMK1 Calcium/Calmodulin abhangige Protein Kinase 1
cAMP cyclic andenosin monophosphate
cDNA copy DNA

CLS Coffin-Lowry-Syndrom

CNTF Ciliary neurotrophic factor

DAPI 4’ 6-Diamidino-2-phenylindol

DAPK Death-associated protein kinase
DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

E Embryonaltag

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ERK Extracellular signal-regulated kinase
FCS Fetal calf serum

GDNF Glial cell derived neurotrophic factor
Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2
HBSS Hanks balanced salt solution

HEK Human embryonic kidney cells

5-HT 5-Hydroxytryptamin

kb Kilo-Basen

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
kDa Kilo-Dalton

KO Knockout

LTP Long-term potentiation

M Molar

MAP1b Mikrotubulus assoziiertes Protein 1b
MAPK Mitogen-activated protein kinase
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mEPSC miniature evoked postsynaptic current

min Minute

mMRNA Messenger RNA

mTOR mammalian target of rapamycin

NB Neurobasal

NGS Normales Pferdeserum

NGF Nerve growth factor

NFkB Nuclear factor kB

NFAT Nuclear factor of activated T-cells

ns nicht signifikant

p.A. pro Analysis

PBS Phosphate buffered saline

PBST Phosphate buffered saline + Triton X
PC12 Phaochromozytomzellen 12

PCR Polymerase chain reaction

PFA Paraformaldehyd

PDKA1 Pyruvat Dehydrogenase Kinase 1
PDZ [postsynaptic density fraction (PSD)95/discs large/ZO-1]
PI3K (phosphaticylinositol 3-kinase)
PORN Poly-D,L-Ornithin

RNA Ribonucleic acid

rom rounds per minute/Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur

S Sekunde

SDS Sodium-Dodecylsulfat

SDS-PAGE Sodium-Dodecylsulfat-Polyacryl-Amid-Gel-Electrophorese
SEM Standard error of the mean

SOS son of sevenless

SRF Serum response factor

Taq Thermophilus aquaticus

TEMED N-N-N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UN Uber Nacht

WB Western blot
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Wt Wildtyp
Y Tyrosin
ZNS Zentrales Nerversystem
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