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1 Einleitung

1.1 Autismus

Kommunikation und soziale Interaktion sind unabdingbar notwendige Bestandteile, um
menschliches Zusammenleben zu ermdéglichen. Gerade diese sozialen Fahigkeiten sind bei
Autismus, einer lebenslangen, neuropsychiatrischen Entwicklungsstoérung, stark
beeintrachtigt. Ein Prozent der Bevdlkerung, unabhangig von Kultur-, Landes- oder
Schichtzugehorigkeit, tragt die Diagnose Autismus. Manner sind ca. viermal haufiger
betroffen als Frauen. Da seit der Erstbeschreibung 1943/44 durch Leo Kanner und Hans
Asperger bis heute noch keine apparativen Methoden den Nachweis der Erkrankung
ermoglichen, erfolgt die Diagnose Autismus klinisch, basierend auf der S3-Leitlinie der
AWMF anhand der folgenden Symptom-Trias: Beeintrachtigungen in sozialer Interaktion,
Stérungen verbaler und nonverbaler Kommunikation, sowie Zlige stereotyper
Verhaltensweisen. Weitere, haufig auftretende Symptome sind Stérungen des
Essverhaltens, Schlafstorungen, Hyperaktivitat, gestorte Sinneswahrnehmung und, in mehr
als der Halfte aller Falle, eine deutliche Intelligenzminderung. Nur ca. zehn Prozent zeigen
auBergewodhnliche Leistungen in speziellen Teilgebieten, eine sogenannte Inselbegabung.
Meist treten die ersten Auffalligkeiten noch vor dem zweiten Lebensjahr auf. Die jeweilige
Auspragung der oben genannten Symptome variiert sehr stark. Daraus ergibt sich eine
grofle Bandbreite an Krankheitsbildern und zugleich die Schwierigkeit, Autismus zu
erkennen und zu klassifizieren (Kandel et al., 2013).

Eine Moglichkeit, die vielen verschiedenen Formen des Autismus einzuordnen bietet
folgende Einteilung in zwei Gruppen: In der ersten Gruppe werden die Autismus-Spektrum
Storungen (ASS), wozu frihkindlicher Autismus, Asperger-Syndrom und atypischer
Autismus zahlen, zusammengefasst. In die zweite Gruppe fallen Syndrome, bei denen
Autismus eines von mehreren charakterisierenden Symptomen darstellt. Dazu gehdren
beispielsweise das Rett-Syndrom, das Phelan McDermid Syndrom oder das Fragile-X-
Syndrom. Anhand von Kopplungs- und Assoziationsstudien wurde eine grofe Anzahl an
Genen identifiziert, deren Mutationen zu ASS fihren konnen. Unter diesen ASS-

Kandidatengenen befinden sich vor allem Gene, deren Proteine fiir Zelladhasion,



synaptische Plastizitdt und Kommunikation an exzitatorischen Synapsen von groRer
Bedeutung sind. Zu diesen Genen gehoéren beispielsweise NLGN3 und 4, NRXN1 sowie die
Gene SHANK1, 2 und 3 (Huguet et al., 2013). Die Proteine der SHANK Gene, SHANK1,
SHANK2 und SHANKS3, haben eine zentrale Bedeutung innerhalb der postsynaptischen
Dichte. Da Shank-Mausmutanten Grundlage dieser Arbeit sind, wird im Folgenden genauer
auf diese Gene und die durch sie kodierten Proteine eingegangen. Neben genetischen
Mutationen sind Umweltfaktoren, Viruserkrankungen, Toxinexposition und ein
Zinkionenmangel als weitere Autismus auslésende Faktoren beschrieben worden
(Grabrucker, 2012). Um weitere Hinweise auf die Entstehung und Entwicklung dieser
neuropsychiatrischen Erkrankung zu erhalten, wurden Gehirne von Personen mit der
Diagnose Autismus post-mortem sowohl mikro- als auch makroskopisch systematisch
untersucht (Amaral et al., 2008). Neben recht heterogenen Auffalligkeiten in Cortex und
Hirnstamm, Hippocampus und Amygdala, fanden sich im Kleinhirn autistischer Personen
sowohl in post mortem Studien als auch mittels intravitaler bildgebender Verfahren immer
wiederkehrende Veranderungen hinsichtlich der Purkinjezellanzahl und -dichte, sowie des
cerebelldren Volumens. Es ist daher denkbar, dass sich in Kleinhirnen von Autisten auch auf
mikroskopischer und ultrastruktureller Ebene Veranderungen nachweisen lassen. Shank-
Knockout-Modelle bieten die Modglichkeit, morphologische und strukturelle
Veranderungen in einem ersten Schritt tierexperimentell zu erfassen. Fiir derartige Studien

sind Kenntnisse Uber Aufbau und Verschaltung des Cerebellums grundlegend.

1.2 Aufbau und synaptische Verschaltung des Cerebellums

Das Kleinhirn ist das wichtigste Zentrum fiir Koordination und Feinmotorik. Es liegt in der
hinteren Schadelgrube und dem Hirnstamm dorsal an. Mit diesem ist es Uber die drei
Kleinhirnstiele verbunden. Diese Biindel von Nervenfasern enthalten sowohl Afferenzen als
auch Efferenzen des Kleinhirns. Nach kaudal bildet das Kleinhirn das Dach des vierten
Ventrikels, nach kranial ist es durch das Tentorium cerebelli vom GroRRhirn getrennt.
Funktionell lasst sich das Kleinhirn in drei Teile gliedern. Das Pontocerebellum, das
Vestibulocerebellum und das Spinocerebellum. Definiert werden diese Anteile durch ihren
jeweiligen Faserinput aus Pons, vestibuldren Kerngebieten und dem Rickenmark.
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Makroskopisch besteht das Kleinhirn aus weiRer und grauer Substanz. Das Marklager
erkennt man als weille Substanz. Die graue Substanz repradsentiert die im Marklager
eingebetteten Kleinhirnkerne und den cerebellaren Cortex, der das Mark in Windungen
umgibt. Mikroskopisch sind im Cortex von distal nach proximal drei Schichten zu erkennen:
In der Molekularschicht liegen die Dendritenbdaume der Purkinjezellen, sowie die Somata
der Korb- und Sternzellen und die Dendriten der Bergmann-Glia. Die Purkinjezellschicht
besteht hauptsachlich aus den perlschnurartig aneinandergereihten Somata der
Purkinjezellen und vereinzelten Somata der Bergmann-Glia. Die Kérnerzellschicht schlief3t
den Cortex nach proximal ab. Sie enthdlt eine Vielzahl an Koérnerzellen und
Moosfaserterminalen, die sich in sogenannten Glomeruli cerebellares anordnen. Im
Zentrum eines jeden Glomerulus liegt die afferente Moosfaser. Um sie herum sammeln
sich die Koérnerzellen sowie vereinzelte Golgi-Zellen und bilden (iber Dendriten Synapsen
mit dem Moosfaserterminal. Fliigel-Astrozyten umhiillen die Glomeruli. Die synaptische
Verschaltung des Cortex ist komplex: Moosfasern aus Mesencephalon, Pons und
Rickenmark sowie Kletterfasern aus dem unteren Olivenkomplex gelangen als Afferenzen
in den Cortex des Kleinhirns. Wahrend die Kletterfasern direkt im proximalen Anteil der
Molekularschicht mit dem Primardendriten einer Purkinjezelle Synapsen bilden, nehmen
die Moosfasern den Umweg liber die Kornerzellen. In den Glomeruli cerbellares geben sie
die Information an die Kérnerzellen weiter, deren Axone als Parallelfasern bis in die distale
Molekularschicht aufsteigen, wo sie in der Langsachse der Foliae verlaufen und mit distalen
Dendriten vieler Purkinjezellen Synapsen bilden (Kandel et al., 2013). Alle bisher genannten
Synapsen sind exzitatorischer, also asymmetrischer Natur. Der Transmitter dieser
exzitatorischen Synapsen ist Glutamat. Die Axone der Purkinjezellen sind die einzigen, die
die Kleinhirnrinde verlassen. Sie nehmen daher eine zentrale Rolle bei der
Informationsverarbeitung im Kleinhirn ein und geben die Information per GABAerger,
inhibitorischer Synapsen an die Kleinhirnkerne weiter, deren Axone gebiindelt aus dem

Kleinhirn austreten.



1.3 Aufbau einer PF-PC-Synapse

Uberall wo Neurone miteinander kommunizieren, bilden sie Synapsen. Eine Purkinjezelle
beispielsweise erhdlt Informationen von bis zu 200 000 chemischen Synapsen,
insbesondere durch Parallelfasern. Eine PF-PC Synapse setzt sich aus einer Prasynapse, hier
dem Axonterminal der Parallelfaser, und der Postsynapse, dem Spine eines Dendriten der
Purkinjezelle zusammen. Die Prasynapse enthalt die Transmitter speichernden Vesikel —
bei den Parallelfasern enthalten diese Glutamat — und die Aktive Zone, den Abschnitt der
prasynaptischen Membran, mit dem die Vesikel, getriggert durch den intrazelluldren
Kalziumanstieg, zur Transmitterausschiittung verschmelzen. Das freigesetzte Glutamat
gelangt in den Synaptischen Spalt, den Spalt zwischen Pra- und Postsynapse. Seine Breite
betragt zwischen 20 und 40 nm. Die Postsynaptische Membran der Purkinjezellen ist
wiederum mit metabotropen Glutamatrezeptoren und AMPA-Rezeptoren besetzt, die,
durch das Glutamat aktiviert, intrazelluldre Signalkaskaden in Gang bringen. Diese
Signalkaskaden werden zunachst Gber die postsynaptische Dichte weitergeleitet (Kandel et
al., 2013).

Die PSD ist ein komplexes Netzwerk aus vielen verschiedenen Proteinen. Sie liegt
gegeniber der Aktiven Zone, unterhalb der postsynaptischen Membran und ist fir die
Organisation der Signaltransduktion, fiir synaptische Regulation, Plastizitdit und
moglicherweise auch fiir die Reifung der Spines und Synapsen zustandig. Durch die
eintreffenden Signale und das dynamische Zusammenspiel der Komponenten des
Netzwerkes unterliegen PSD und Synapse steten strukturellen Veranderungen. Die
Proteine einer PSD kénnen in drei Schichten eingeteilt werden (Verpelli et al., 2012). Die
oberste Schicht, die direkt an der postsynaptischen Membran anliegt, enthadlt die
Glutamatrezeptoren. Zur zweiten Schicht zahlen vor allem Proteine, die eine grof3e Anzahl
an Bindungsdomanen aufweisen und daher viele Protein-Protein-Interaktionen innerhalb
des Netzwerkes und seinen Schichten eingehen kdnnen. Besonders zu erwdhnen ist hier
die Familie der MaGUK-Proteine, aber auch die Proteine nNOS, Homer und SynGAP. Die
ProSAP/Shanks und die GKAP-Adaptorproteine, bilden die Proteinfamilien der dritten
Schicht. Wahrend die GKAP-Proteine vor allem Bindungen mit PSD95 und Motorproteinen
eingehen, stellt die Familie der SHANK Proteine als SHANK Plattform die Schnittstelle

zwischen dem Zytoskelett und der PSD dar. Sie stehen indirekt (iber Adaptorproteine und
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direkt mit den Glutamatrezeptoren der ersten PSD-Schicht in Kontakt. Uber weitere
Adaptorproteine, wie z.B. Cortactin, a-Fodrin und das Actin-binding-protein sind die
SHANK-Proteine an das Zytoskelett gebunden (Grabrucker et al. 2011; Verpelli et al. 2012).
Ihre zentrale Vermittlerfunktion und die groRe Anzahl an Domanen, (iber welche der
Proteinkomplex in das postsynaptische Netzwerk integriert ist, machen deutlich, warum
aus einem Verlust des SHANK-Proteins mdglicherweise Storungen der PSD-Organisation

und Funktion resultieren kdnnen.

PF

Molekularschicht

Purkinjezellschicht

MF-GC Synapse
Kaornerzellschicht

Tu den

Kleinhirnkernen MF aus RM,

Pons,
Mesencephalon

Abb.1: Schematische Darstellung der Verschaltung des Kleinhirnkortex. Moosfasern (MF) gelangen in die
Kérnerzellschicht, wo sie mit den Dendriten der Kérnerzellen (GC) Synapsen bilden. Die Axone bilden als Parallelfasern
(PF) mit den Dendriten der Purkinjezellen (PC) in der distalen Molekularschicht Synapsen. Die Axone der PC verlassen den
Kleinhirnkortex. Kletterfasern (CF) bilden mit dem Primardendriten der PC Synapsen aus. RM = Riickenmark



1.4 Die ProSAP/SHANK-Proteinfamilie

Die ProSAP/SHANK-Proteinfamilie, auch SSTRIP, cortBP oder Synamon genannt, ist eine
Gruppe von GerUstproteinen, welche in der Postsynapse exzitatorischer Synapsen
lokalisiert ist. Dort findet man sie in groRer Zahl in der untersten Schicht der PSD, wo sie
zur Dynamik und Vernetzung des postsynaptischen Netzwerkes beitragen. Entdeckt
wurden die ProSAP/SHANK Proteine 1998/99 unabhdngig voneinander durch Tobias M.
Boeckers und Morgan Sheng. Zur Familie der ProSAP/SHANKs zdhlen die drei Mitglieder
SHANK1, ProSAP1/SHANK2 und ProSAP2/SHANK3 mit ihren jeweiligen Isoformen (Lim et
al. 1999; Sheng und Kim, 2000). Diese Isoformen entstehen durch variable
Zusammensetzungen der Proteindomanen. Bei SHANK1 und SHANK?2 erfolgt die Regulation
der Zusammensetzung durch alternatives Splicing (Lim et al., 1999; Wang et al., 2011). Fir
SHANK3 konnte gezeigt werden, dass auch eine Methylierung der DNA die
Zusammensetzung von Isoformen verdandern kann. (Zhu et al., 2014). Dennoch besteht
innerhalb der Proteinfamilie eine Ubereinstimmung in der Zusammensetzung der
Hauptdomanen von 63-87% (Lim et al., 1999; Verpelli et al., 2012).

Die Bezeichnungen ProSAP und SHANK sind Akronyme fiir dasselbe Protein und heben
jeweils unterschiedliche, im Protein enthaltene Doméanen hervor. So steht der Ausdruck
SHANK fir ,SH3-domain-and-ankyrin-repeat-containing-protein“ wahrend mit der
Abklrzung ProSAP, die fir ,proline-rich-synapse-associated-protein® steht, andere
Domaénen des Proteins beschrieben werden (Boeckers et al., 1999; Sheng und Kim, 2000).
Der Aufbau der SHANKs und die Komposition ihrer Domanen zeigt Abb. 2. Das N-terminale
Ende der Proteine tragt die Ankyrin repeats, die Bindungen mit a-Fodrin, ein am F-Aktin
des Zytoskeletts verankertes Protein, eingehen. Eine Hochregulierung von a-Fodrin findet
sich besonders bei der zytoskelettalen Umstrukturierung. SPIN90, ebenfalls ein
Bindungspartner des F-Aktin, interagiert mit der SH3-Domane und wird, vor allem bei
Bindung an SHANK1, in Zusammenhang mit einer Gréfenzunahme von Spines beobachtet
(Kim et al., 2009). Weitere Kopplungen an das Zytoskelett bestehen zwischen der C-
terminalen ppl-motif Einheit der SHANKs und dem Cortactin sowie dem Actin-binding
Protein. Beide haben Anteil an der Regulation der Spinemorphologie. Daneben bestehen
auch noch zahlreiche indirekte Verbindungen zwischen SHANK-Proteinen und dem Aktin-

Zytoskelett, beispielsweise Uber die Proteine IRSp53 und BPIX (Verpelli et al., 2012).
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Abb.2: Ubersicht tiber die Struktur der Shankproteine, ANK = Ankyrin repeats, SH3 = Scr homology 3, PDZ = PSD-95/DLG-
/201, Hbs = Homer-binding-site, SAM = sterile alpha motif Einheit

Auch in Richtung der postsynaptischen Membran sind die SHANKs multipel vernetzt. Uber
die PDZ-Domane binden sie direkt an GKAPs, an die GIluR1 und, selektiv in den
Purkinjezellen, an die GIuR62-Untereinheit der AMPA-Rezeptoren. Indirekt stehen sie liber
MAGUKs mit den NMDA-Rezeptoren in Kontakt. Der C-Terminus der Shanks ist tiber das
Protein Homerlb/c, das vor allem bei Vorgangen groRRer synaptischer Aktivitat, wie z.B. LTP
hochreguliert wird, an die metabotropen Glutamat-Rezeptoren gebunden. Weitere
Bindungen bestehen zu Densin-180, zu einer weiteren Gruppe von Gerlstproteinen, den
Fezzins, dem Motorprotein Dynamin und vielen weiteren Proteinen (Grabrucker et al.,
2011; Jiang und Ehlers, 2013; Verpelli et al., 2012). Untereinander sind die SHANKSs liber die
C-terminale SAM-Einheit vernetzt. Fiir die Dichte und die Stabilitat dieser ProSAP/SHANK-
Plattformen spielt Zink eine Uberaus wichtige Rolle (Grabrucker et al., 2014). Diese
intensive Interaktion und Vernetzung Uber alle Schichten der PSD und die enge
Verknipfung mit dem Zytoskelett verdeutlichen die zentrale Stellung der Shanks fiir die
Organisation und Funktion innerhalb der PSD, deren Dynamik und die Fahigkeit zur
Anpassung an sich dndernde Anforderungen. In mehreren Experimenten wurden
Shankproteine im Zusammenhang mit synaptischer Plastizitat, sowie Reifung und Formung
von Spines gesehen (Bozdagi et al., 2010; Roussignol et al., 2005). Ein Teil der Shankprotein
mRNA lagert an den Spines der Dendriten und kann nach lokaler Translation direkt in die
PSD eingebaut werden (Boeckers et al.,, 2004). Die drei Mitglieder der SHANK-
Proteinfamilie zeigen zudem eine unterschiedliche Verteilung und Expression an den
Synapsen des Korpers.

SHANK1 wird, basierend auf den bisherigen Studien, ausschliefSlich im Gehirn exprimiert.
Innerhalb der Gehirnregionen variiert die Dichte des Proteins. Am starksten ist es im Cortex

exprimiert, es folgen Hippocampus und Cerebellum. Am wenigsten SHANK1 findet sich im



Striatum (Peca et al.,, 2011). Lokale mRNA von SHANK1 findet sich vor allem in den
Dendriten der Purkinjezellen (Boeckers et al., 2004).

Erst seit dem Jahr 2010 wird auch SHANK2 in Verbindung mit neurologischen
Entwicklungsstorungen gebracht (Berkel et al., 2010). AulRer im Gehirn findet sich SHANK2
auch noch in Pankreas, Hoden, Lunge, Leber, Hypophyse und Niere. Innerhalb des Gehirns
ist SHANK2 am starksten im Cerebellum und im Cortex exprimiert. Auch im Hippocampus,
Striatum und Thalamus kann man es nachweisen. Aufgrund seiner hohen und friihen
Prasenz an Synapsen, wird SHANK2 auch als das erste SHANK an den Synapsen bezeichnet
(Grabrucker et al., 2011; Verpelli et al. 2012).

SHANK3 war das erste Protein der Familie, das Uberhaupt mit neuropsychiatrischen
Entwicklungsstorungen in Verbindung gebracht wurde (Bonaglia et al., 2001). SHANK3
kommt in beinahe allen Geweben vor. Im Gehirn ist es vor allem an den Synapsen des
Striatum und Thalamus, sowie in geringerem Malle im Hippocampus, Cortex und im
Cerebellum exprimiert. (Peca et al., 2011; Lim et al. 1999)

Im Cerebellum zeigt sich nach derzeitigem Kenntnisstand ein besonders interessantes
Expressionsmuster der SHANK-Proteine: An den MF-GC Synapsen werden nur SHANK1 und
SHANK3, nicht aber SHANK2 exprimiert. An den PF-PC Synapsen in der Molekularschicht
dagegen finden sich ausschlieBlich SHANK1 und SHANK2, nicht aber SHANK3 (Boeckers et
al., 2004). Diese selektive Expression macht das Kleinhirn fir synaptische Analysen in
Shank-Mausmutanten besonders interessant. Der Knockout nur eines der drei Gene reicht
hier bereits aus, um an den Synapsen einen Grofteil der Shank Proteinmenge zu
eliminieren. AusschlieBlich das verbleibende Shankprotein kann jetzt noch exprimiert
werden. Damit bietet sich die Moglichkeit, einerseits die Auswirkungen des Shank
Proteindefizits, andererseits spezifische Effekte und Charakteristiken des verbliebenen

Proteins zu erfassen.



1.5 ProSAP/Shank-Mausmodelle

Aufgrund der hohen genetischen Ubereinstimmung zwischen Maus und Mensch, eignet
sich die Maus, mus musculus, gut als Tiermodell in der Forschung von Erkrankungen mit
hoher genetischer Penetranz, wie sie auch der Autismus aufweist. Seit der Entdeckung der
SHANK Gene und seit diese in Verbindung mit Autismus gebracht werden, versuchen
Forschungsgruppen anhand von Mausmodellen Erkenntnisse (iber die Entstehung der
Krankheit zu gewinnen. Letztlich geht es darum, mit Hilfe von Mausmodellen die
Erkrankung besser verstehen zu konnen und neue Ansatze fir die Therapie des Autismus
zu finden. Seit der Verknlpfung von SHANK und Autismus wurden in Mausen, die
genetische Shank Mutationen trugen, Studien zur Elektrophysiologie, Biochemie und
Morphologie an Synapsen sowie Verhaltensanalysen durchgefiihrt. Die folgende Auswahl
an Publikationen soll einen Uberblick iiber die bisher generierten Shank-Mausmodelle und

die aus ihnen gewonnenen Erkenntnisse zum Thema Autismus geben.

1.5.1 Shankl-Mausmodelle:

2008 gelang es der Forschungsgruppe um Albert C. Hung eine Shankl”-Mutante zu
generieren. Bei dieser Maus waren die Exons 14 und 15, die fiir die PDZ-Domane des
Shankproteins kodieren deletiert. Diese Domane spielt flr das Synaptische Targeting eine
grofle Rolle (Sala et al., 2001). Neben einem gesteigerten angstlichen Verhalten und einem
verbesserten raumlichen Lernen bei gleichzeitig geringerer Gedachtnisleistung, zeigten die
Shank17-Mutanten auf zellulirer Ebene eine verdnderte PSD-Proteinkomposition. Diese
ging mit einer 20- bis 30-prozentigen Reduktion der Shank-Bindungsproteine GKAP und
Homer 1b/c, sowie morphologischen Veranderungen an Synapsen und einer verringerten
basale Transmission einher.

Diese Erkenntnisse wurden durch weitere Verhaltensanalysen an Shank17-Mausmodellen
durch M. Wohr et al.,2011; Silvermann et al., 2011 und Sungur et al., 2014 erweitert. Alle
drei verwendeten die, wie von Hung beschrieben, durch Deletionen der Exons 14 und 15
entstandenen Shankl”/-Mutanten. In den Untersuchungen zeigten die Méause typische
autistische Verhaltensauffilligkeiten wie repetitive Verhaltensweisen und Stérungen der

Kommunikation und Motorik.



1.5.2 Shank2-Mausmodelle

Ahnliche Verhaltensweisen zeigte auch das Shank2”/-Mausmodell von Schmeisser et al.,
2012: Vermehrtes Angstverhalten, repetitives Fellpflegeverhalten, Hyperaktivitdt und
Storungen des Sozialverhaltens dieser Tiere spiegeln die Hauptsymptome des autistischen
Formenkreises wieder. Die Deletion des fir die PDZ-Domane kodierenden Exons 7 fiihrten
in diesem Mausmodell zum Wegfall aller bekannten Shank2 Isoformen. Diese Form der
Mutation wurde auch schon in Personen mit der Diagnose Autismus nachgewiesen (Berkel
et al.,, 2010). Bei den Versuchstieren zeigten sich zudem einer leichte Reduktion der
Spinedichte innerhalb der hippocampalen CA1 Region, eine Hochregulation ionotroper
Glutamatrezeptoren, sowie eine reduzierte basale synaptische Ubertragung. Das
gleichzeitig erhohte Shank3-Level an diesen Synapsen, wurde als kompensatorischer
Vorgang interpretiert.

Im selben Jahr untersuchten Won et al. ein Shank2/-Mausmodell, das sich durch eine
Deletion der Exons 6 und 7 auszeichnete. Auch die hier untersuchten Mause zeigten
Autismustypische Verhaltensweisen. Bei der synaptischen Ubertragung stellten Won et al.
eine Reduktion der NMDA-Rezeptor Funktion fest. Wurden diese Rezeptoren mit einem
NMDAR-Agonisten behandelt, so besserten sich die autistischen Symptome. Auch die
Behandlung mit einem positiven allosterischen mGIuR5 Modulator normalisierte die

NMDAR Funktion. Dieser Effekt konnte einen kausalen Therapieansatz bieten.

1.5.3 Shank3-Mausmodelle

Das SHANK3 Gen liegt auf dem Chromosom 22 und ist bei Patienten, die an einem
Chromosom 22q13 Deletionssyndrom, dem sogenannten Phelan McDermid Syndrom
leiden, mitbetroffen. Es spricht vieles dafiir, dass die Deletionen im SHANK3 Gen fir die
zum Krankheitsbild gehdrenden ASS verantwortlich sind. Auch de novo Punktmutationen
oder heterozygote Mutationen im SHANK3 Gen reichen aus, um das volle Krankheitsbild
des PMS zu induzieren. (Durand et al., 2007, Moessner et al., 2007, Gauthier et al., 2009)
Diese Potenz des SHANK3 Gens hinsichtlich der ASS erklart die grolRe Anzahl an

untersuchten Shank3-Mausmodellen:
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2010 zeigte die Arbeitsgruppe um O. Bozdagi mit einem Shank3*--Mausmodell, dass allein
das Fehlen nur einer einzelnen Genkopie des Shank3 Gens Auswirkungen auf
Verhaltensweisen und die synaptische Ubertragung hat und unterstrich damit die
Bedeutung des SHANK3 Gens flr die Hirnfunktion. Diese Arbeitsgruppe generierte eine
Mauslinie mit einem heterozygoten Knockout fiir den Abschnitt der Exons 4-9, der fir die
Ankyrin Domadne kodiert. In diesem Mausmodell untersuchte sie die CA1 Region des
Hippocampus und fanden neben einer reduzierten basalen Ubertragung, eine gestorte
Plastizitat an Synapsen sowie Defizite im sozialen Umgang und in der Kommunikation der
Versuchstiere.

De novo Missense-Mutationen, die die Exons 5-9 betreffen, wurden bereits bei Autisten
beschrieben (Durand et al., 2007, Moessner et al.,, 2007, J. Gauthier et al., 2009). Eine
homozygote Entsprechung bot das Mausmodell von Wang et al., 2011. Die Deletion der
Exons 4-9 resultierte in einer homozygoten, isoformspezifischen Shank3¢4° -Maus, bei der,
dhnlich wie in dem von Bozdagi et al., 2010 generierten Modell, die Isoformen Shank3a und
b wegfielen. Die Isoformen c-f waren aber noch vorhanden. In den Experimenten zeigte
sich eine veranderte PSD Zusammensetzung mit reduzierter Menge an Homer1l b/c, GKAP
und GIuAl und eine gestorte LTP-Induktion an den CA1-Schaffer-Kollateralsynapsen.
Zusatzlich wiesen die Tiere eine abgeschwachte, aktivitdtsabhdngige Umverteilung der
GluAl Untereinheiten des AMPAR und morphologische Veranderungen an Spines der CA1
Region auf. Auch bei diesem Mausmodell wurden Autismustypische Verhaltensweisen
festgestellt. Ein geschlechtsspezifischer Unterschied fiel bei der Untersuchung der
Motorkoordination auf. Hier zeigten die mannlichen Tiere deutlich groRere Defizite.

Eine starkere Reduktion der Shank3-Isoformen gelang im Mausmodell des Teams um Peca
et al., 2011. Hier wurden zwei Mutanten generiert. In der Shank3A-Mutante kam es zum
Wegfall der Ankyrin Domane und damit zur Deletion der Isoformen Shank3a und b. In der
Mutante Shank3B fiel die PDZ Domane weg und damit fehlten die Isoformen Shank3a-d.
Der Phanotyp zeigte autistische Verhaltensweisen. Die Shank3B-Mutante zeigte deutliches
Angstverhalten und vermehrtes Kratzen. Diese Auffalligkeiten waren in der Shank3A-
Mutante nicht zu beobachten. Auf zelluldrer Ebene untersuchte Peca nicht, wie alle bisher
genannten Forschungsgruppen, die Hippocampusregion, sondern das dorsale Striatum.
Das ist die Hirnregion, die zusammen mit dem Thalamus, die hochsten Shank3-

Expressionslevel an Synapsen aufweist. In den verschiedenen Untersuchungen konnten
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eine veranderte PSD-Zusammensetzung, einhergehend mit einem Riickgang der Proteine
SAPAP3, Homer 1b/c, PSD 93 und der Rezeptoruntereinheiten GluR2, GIuN2A und GIuN2B
und eine Reduktion der PSD Dicke und Lange sowie eine geringere Spinedichte gezeigt
werden.

lhr Shank2”7--Modell verglichen Schmeisser et al., 2012 mit einer Shank3-Mutante, der die
Isofomen Shank3a-c fehlten. Das Mausmodell &hnelt dem von Peca et al.
Interessanterweise wurde eine am ehesten als kompensatorisch zu wertende Erhéhung
von Shank2 an Synapsen beobachtet.

Vicidomini et al., 2016 charakterisierten das Verhalten dieses Shank3-Mausmodells. In den
verschiedenen  Verhaltensanalysen  wiesen die  Mutanten  Autismustypische
Verhaltensauffalligkeiten auf.

Dass auch das Shank32¢/A-Mausmodell Beeintrdchtigungen in sozialem Verhalten,
raumlichen Lernen und motorischen Fahigkeiten, allerdings kaum Stérungen der
Kommunikation aufwies, zeigten M. Kouser et al.,, 2013. In dieser homozygoten
Shank3%¢/2¢- Maus war das Exon 21, welches fir die Homer-binding-domain kodiert,
ausgeschaltet. Nach Angaben der Arbeitsgruppe fiihrte dies zum Verlust der hauptsachlich
natirlich vorkommenden Shank3-Banden. Im Hippocampus fand man eine Reduktion der
NMDAR vermittelten, synaptischen Transmission und in fraktionierten Synapsen einen
Anstieg von mGIuR5.

Eine andere Idee verfolgten Han et al., 2013 in einem neu entwickelten Mausmodell. Es
gibt Patienten mit ASS, die eine Duplikation des 22q13 Chromosomenabschnitts und damit
auch eine Duplikation des SHANK3 Gens tragen. Diese Patienten zeigen Hyperaktivitat und
manisches Verhalten. Ausgehend von dieser Beobachtung wurde nun ein Mausmodell mit
einer Shank3-Uberexpression generiert, in dem zwei- bis dreifach erhdhte Level von
Shank3 gemessen wurden. An den Synapsen wurde einhalbmal mehr Shank3 detektiert.
Die Spinedichte der pyramidalen Neurone der CA1 Region war erhdht. Die Mause zeigten
manisches Verhalten, das durch die Gabe von Valproat, nicht aber durch eine
Lithiumtherapie gemildert werden konnte. Die Ursache fiir die Lithiumresistenz vermuten
Han et al. in einer Funktionsstérung der Synapsen, denn die GSK3 Signalkaskade, der
molekulare Angriffspunkt von Lithium, war bei den Shank3-Mutanten intakt. Neben den
manischen Episoden waren auch epileptische Anfalle und Hyperaktivitat Teil des

Phanotyps.
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N. Uppal et al., 2015 verwendeten fir ihre Analysen das bereits bei Bogdazi et al., 2010
beschriebene Mausmodell und beschrankten sich auf ausschlielich morphologische,

elektronenmikroskopische Studien an den Synapsen der Tiere.

Anhand der Vielzahl an Mausmodellen und der durchgefiihrten Versuche lasst sich
zusammenfassend festhalten: Die Rolle von Shankproteinen als ,,Master of Scaffold” ist
durch die bislang durchgefiihrten Versuche bestitigt. Sowohl eine Uberexpression, als auch
ein Mangel oder eine Fehlbildung von Shank an Synapsen haben charakteristische
Auswirkungen auf zelluldre Strukturen und den Phanotyp der Versuchstiere. Autistische
Verhaltensweisen zeigen sich in allen Shank-Mutanten. Alle drei Shankproteine scheinen
demzufolge fiir eine regelrechte neurologische Entwicklung von Bedeutung zu sein. Die mit
Shank in Verbindung stehenden Proteine sind bei einer Mutation haufig mitbetroffen. Dies
konnte ein Grund fiir die veranderten zelluldren Signalwege sein. Dass eine Shank-
Mutation Auswirkungen auf verschiedene Hirnregionen hat, wurde vielfach gezeigt. Bisher
beschrankten sich die Analysen der Mausmodelle nur auf einige wenige cerebrale
Strukturen. Die Untersuchung weiterer Hirnregionen konnte neue Erkenntnisse Uber die

Funktionen von Shankproteinen liefern.

1.6 Morphologische Untersuchungen in Shank-Mausmodellen

Die Shankproteine machen 5% aller Proteine einer Postsynapse aus (Sugiyama et al., 2005).
Als Organisator der PSD werden ihnen (bergeordnete Aufgaben in Wachstum, Funktion
und Reifung von Spines und Synapsen zugeschrieben. Diese Parameter bestimmen die
zellulare Morphologie mit. Ausgehend von dem Gedanken, dass Mutationen in den SHANK
Genen zu sichtbaren, morphologischen Veranderungen an Dendriten, Spines und Synapsen
fihren und dass Erkenntnisse aus morphologischen Analysen moglicherweise
Ansatzpunkte flir neue Therapiekonzepte bieten konnten, befasste sich eine Reihe von
Untersuchungen mit morphologischen Fragestellungen.

Die folgende Aufzdhlung soll nun einen Einblick in den bisherigen Stand der
wissenschaftlichen Untersuchungen an Shank-Mausmodellen hinsichtlich morphologischer

Verdanderungen an Spines, Synapsen und PSDs geben:
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1.6.1 Shankl1-Mausmodelle

Hung et al., 2008 untersuchten in ihrem Shank1”-Mausmodell die hippocampale CA1l
Region auf morphologische Verdanderungen. Makroskopisch waren zunachst keine
morphologischen Veranderungen der Hirnregion zu erkennen. Mikroskopisch fokussierten
sie sich auf die apikalen Dendriten der CA1 Region. Im Vergleich zum Wildtyp zeigten die
Shank1”/-Mutanten eine leicht verringerte Spinedichte und beim Vergleich der Breite der
Spinekopfchen und der Spinelange zeigte sich in der kumulativen Haufigkeit der Mutanten
eine signifikante Verschiebung hin zu kleineren Spines. Die ultrastrukturelle Analyse der
PSD mithilfe des Elektronenmikroskops ergab signifikant diinnere PSDs in Mutanten. Die
PSD Lange war im Vergleich zu den Wildtypen unverdandert. Auch wenn die an diesen
Synapsen noch verbleibenden Shankformen Shank2 und Shank3 den Verlust von Shank1l
teilweise kompensieren kdnnten, so unterstreichen die verbliebenen Unterschiede zum

Wildtyp die Bedeutung von Shank1 fiir Wachstum und Stabilitat gréRBerer Spines.

1.6.2 Shank2-Mausmodelle

Auch im Shank2”/-Mausmodell von Schmeisser et al., 2012 war die makroskopische
Gehirnmorphologie unauffallig. Die Untersuchungen in der CA1 Region des Hippocampus
zeigten eine leichte Reduktion der Spineanzahl im Shank2”/- Modell. Die PSD Analysen
ergaben keine Unterschiede.

Auch Won et al.,, 2012 konnten in einem &dhnlichen Mausmodell keine signifikanten
Unterschiede an den PSDs der CA1 Region zwischen Wildtyp und Shank2/-Mutante

feststellen.

1.6.3 Shank3-Mausmodelle

Peca et al., 2011 untersuchten die Synapsen des Striatums im Shank3B7-Mausmodell. In
der Golgifarbung fiel ihnen eine signifikant starkere Verzweigung des Dendritenbaumes
und insgesamt langere Dendriten der MSN auf, was sie als neuronale Hypertrophie
beschrieben. Die Spinedichte der Shank3B”/-Mutante war signifikant verringert und die
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Hélse der einzelnen Spines leicht verbreitert. Spineldnge und Spinebreite waren
unverandert, die PSDs signifikant kiirzer und schmaler.

Die Arbeitsgruppe um Wang et al., 2011 untersuchte in der Shank3¢4°-Mutante ebenfalls
die CA1 Region des Hippocampus. Die Analysen unterschieden sich je nach Lebensalter der
Mause. Mithilfe der Golgifarbung untersuchten Wang et al. die dendritische
Spinemorphologie in vier und zehn Wochen alten Mutanten. In den vier Wochen alten
Mutanten war die Spinedichte in der CA1 Region im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert
und die Spineldnge signifikant vergréRert. Bei den zehn Wochen alten Shank3¢4°-Mutanten
zeigte sich die Spinelange signifikant verkirzt, wahrend sich die Spinedichte nicht mehr von
der der Kontrollgruppe unterschied. Geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der
morphologischen Parameter wurden nicht detektiert. Dass die Unterschiede in der
Spinedichte zwischen Kontrollen und Mutanten in den verschieden Lebensaltern
unterschiedlich ausgepragt scheinen, wurde einerseits auf die unterschiedliche Sensitivitat
der verwendeten Methoden zuriickgefiihrt. Gleichzeitig wurden die altersspezifischen
Normabweichungen aber auch als Zeichen einer unterschiedlichen Vulnerabilitdt in den
verschiedenen Phasen der neurologischen Entwicklung diskutiert. Die PSD Analysen
ergaben hier keine Auffalligkeiten.

Schmeisser et al., 2012 fihrten die morphologischen Analysen an ihrer Shank3-Mutante
analog zu den Untersuchungen an dem Shank27-Mausmodell durch. Hinsichtlich der
Spinedichte unterschieden sich Mutanten und Kontrollgruppe nicht. Die PSDs der CA1l
Region wurden mittels Elektronenmikroskopie auf ihre Lange und Dicke untersucht. Auch
in diesen Parametern konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtypen und
Mutanten festgestellt werden.

Auch Han et al., 2013 untersuchten die Spinemorphologie ihres Mausmodells, das aufgrund
einer induzierten Uberexprimierung um 50 Prozent erhdhte Shank3-Level an Synapsen
erreichte. Diese Shank3 Erhohung ging mit einem um 30 Prozent erhdhten F-Aktin Level
einher. Die pyramidalen Neurone der CAl Region zeigten in der Golgifarbung eine
signifikant hohere Spinedichte. Auch dieses Ergebnis bestarkt die Vermutung, dass Shank3
zur Entwicklung der Spines beitragt.

In den Untersuchungen von Kouser et al., 2013 lieRen sich in der CA1l Region der
Shank32/A¢_Mutante hinsichtlich der dendritischen Verzweigung und der Spinedichte keine

Abweichungen von der Kontrollgruppe ausmachen.
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N. Uppal et al., 2015 untersuchten in Shank3-Mutanten die Auswirkungen des Alters und
des Genotyps auf die Morphologie hippocampaler Synapsen und Spines. Dazu verglichen
sie homozygote und heterozygote Shank3¢4°-Mutanten und Wildtypen zuerst im Alter von
fiunf Wochen, spater im Alter von drei Monaten miteinander. Bis auf eine signifikant
erhdhte Anzahl an perforierten Synapsen in den fiinf Wochen alten Shank3¢4°*--Mutanten
beobachteten sie in keinem der anderen analysierten Parameter signifikante Unterschiede
zwischen den drei Untersuchungsgruppen. Uppal et al. vermuten, dass, trotz der wenigen
signifikanten Ergebnisse, morphologische Veranderungen in den Mutanten existieren, die
moglicherweise wegen ihrer Feinheit nicht zu detektieren sind. Als mogliche Erklarung fir
die unveranderte Dichte der Synapsen entwickelten sie das Konzept der ,silent synapse”.
Silent synapses sind morphologisch unauffillige Synapsen, die wegen des Wegfalls von
Shankproteinen aber nicht funktionstiichtig sind. Die vermehrte Bildung von perforierten
Synapsen in den Shank3¢4%*/-Miusen halten die Autoren fiir einen zelluliren
Mechanismus, die inaktiven Synapsen zu kompensieren.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die beschriebenen morphologischen Analysen.
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Tab.1: Ubersicht Giber eine Auswahl morphologischer Analysen in Modellen mit Shank-Mutationen. EM =
Elektronenmikroskopie, PSD = Postsynaptische Dichte, DLS = Dorsolaterales Striatum

Mausmodell Region/ Methodik Analysierte Ergebnisse
Alter der Tiere Parameter
Shank1°#-1>/- Hippocampus CA1 | Diolistic labeling Spinedichte reduziert
Hung et al., 2008 Adult Spinelénge reduziert
Spinebreite reduziert
PSD-Lénge unverandert
PSD-Dicke reduziert
Shank2s"- Hippocampus CA1 | Klassische Spinedichte reduziert
Schmeisser et al, | Adult Golgifarbung PSD-Lange unverdndert
2012 EM PSD-Dicke unverandert
Shank2e57-/- Hippocampus CA1 | EM PSD-Dichte unverandert
Won et al., 2012 8-9 Wochen PSD-Lange unverandert
PSD-Dicke unverandert
Shank3¢4%/- Hippocampus CA1 | FD-Rapid-Golgikit | Spinedichte (4We) reduziert
Wangetal., 2011 4 Wochen EM Spineldnge (4We) erhéht
10 Wochen Spinedichte (10We) | unverandert
Spinelange (10We) reduziert
PSD-Lange unverandert
PSD-Dicke unverandert
Shank3B’ Striatum DLS Lucifer cell filling Spinedichte reduziert
Pecaetal., 2011 5 Wochen EM Spinelange unverandert
Spinebreite unverdndert
PSD-Lange reduziert
PSD-Dicke reduziert
Shank3a8™’ Hippocampus CA1 | Klassische Spinedichte unverandert
Schmeisser et al., | Adult Golgifarbung PSD-Lange unverdndert
2012 EM PSD-Dicke unverandert
Shank3*/*- Hippocampus CA1 | FD-Rapid-Golgikit | Spinedichte erhoht
Uberexpression 10 Wochen
Han et al., 2013
Shank32¢/A¢ Hippocampus CA1 | Klassische Spinedichte unverandert
Kouser et al., 2013 | 6-8 Wochen Golgifarbung
Shank3¢4%/- Hippocampus CA1 | EM Synapsendichte unverandert
Shank3e49+/- 5 Wochen, PSD-Lénge unverandert
Uppal et al., 2015 3 Monate PSD-Area unverandert

Bei der Betrachtung all dieser morphologischen Analysen ist festzustellen, dass die
Ergebnisse einerseits eine grolRe Heterogenitat aufweisen, andererseits im Einzelnen kaum
der Einfluss genotypischer Veranderungen auf den Phanotyp vorhersehbar ist. Diese
Formenvielfalt spiegelt sich auch in den verschiedenen Auspragungen des Autistischen
Formenkreises wider. Die Arbeitsgruppen diskutierten verschiedenste Griinde und
entwickelten zahlreiche Theorien, um die beobachtete Formenvielfalt zu erklaren. Ein
Problem besteht darin, dass in den meisten Hirnregionen, wie zum Beispiel in der CA1l

Region des Hippocampus physiologischerweise stets alle drei Shankproteine an den
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Synapsen prasent und in unterschiedlicher Weise wirksam sind (Peca et al., 2011). Aus dem
Knockout nur eines einzelnen Shank Gens ist es deshalb schwierig, Aussagen Uber die
Funktion der Shankproteine zu machen, da die beiden Ubrigen Shankproteine an der
Synapse verbleiben. Vielleicht bieten Untersuchungen in einer Hirnregion wie dem
Cerebellum mit nur zwei unterschiedlichen Shankproteinen an Synapsen die Chance, der
Frage nach der Bedeutung von Shankproteinen fiir die Morphologie an Synapsen und
Spines naher zu kommen. Méglicherweise ist es dort in einem Shank”-Mausmodell
moglich, gleichzeitig die Einflisse des ausgeldschten und des noch an der Synapse

verbliebenen Shank zu beobachten.

1.7 Ziel der Arbeit

SHANK-Proteine finden sich ubiquitar an exzitatorischen Synapsen des Gehirns.

Eine SHANK-Mutation kann demnach Auswirkungen auf viele Hirnregionen gleichzeitig
haben. In elektrophysiologischen Untersuchungen an hippocampalen Synapsen von Shank-
Mausmutanten konnten bereits deutliche funktionelle Defizite nachgewiesen werden
(Jiang und Ehlers, 2013). Auch an den Synapsen des Kleinhirns sind elektrophysiologische
Veranderungen zu erwarten, die wiederum Auswirkungen auf die Morphologie haben
kdnnten.

Auch aufgrund der zentralen Rolle der Shankproteine fiir Signalweiterleitung und
Organisation innerhalb der PSD ist es vorstellbar, dass ein Verlust von Shankproteinen im
Kleinhirn zu Veranderungen von Spine- und PSD-Parametern fihrt.

Der Blick auf das Kleinhirn wird zusatzlich dadurch besonders interessant, dass aufgrund
der zelltypspezifischen Shank-Expression des cerebellaren Cortex, sich nach einem Shank2-
bzw. Shank3-Knockouts nur noch Shankl1 an den Synapsen befindet und dadurch mogliche
Kompensationsmechanismen vermindert werden konnen. Damit kénnten dort
resultierende Strukturveranderungen besonders ausgepragt zu beobachten sein. Aufgrund
der geringen verbleibenden Menge an Shankl an den Synapsen vermuten wir daher, dass
in Folge des Shank-Knockouts in den Versuchstieren morphologische Verdnderungen an

deren Synapsen gefunden werden kénnen.
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Dazu wurden im Kleinhirn von Shank27--Mausen an den PF-PC Synapsen und in Shank37--
Mausen an den MF-GC Synapsen morphologische Parameter analysiert und die Ergebnisse
jeweils mit einer Kontrollgruppe verglichen.

Ziel der Arbeit ist es, durch diese morphologischen Analysen cerebelldrer Synapsen und
Spines in Shank-Mausmutanten der Rolle von Shankproteinen fir die cerebellare

Pathologie des Autismus naher zu kommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Fir die morphologischen Analysen im Kleinhirn wurden fiir die Analysen in der
Molekularschicht jeweils vier Shank27-- und fiir die Analysen in der Kérnerzellschicht
jeweils drei Shank3/-Mausmutanten mit der jeweils gleichen Anzahl an
Wildtypkontrolltieren gleichen Alters und Geschlechts, aus gleicher Zucht verglichen. Es
wurden ausschlieBlich Tiere im Alter von P70-110 zur Praparation verwendet. Der
genetische Hintergrund der Tiere ist C57BL/6. Die Generierung beider Mauslinien wurde in
Schmeisser et. al, 2012 beschrieben. In dem Shank27/-Mausmodell ist das Exon 7 deletiert.
Durch diese Deletion entsteht ein Verlust aller bisher bekannten Shank2-Isoformen.

Im Shank37--Mausmodell wird das Exon 11 deletiert. Dadurch gehen die Isoformen
Shank3a-c, die Isoformen Shank3e-f bleibt allerdings erhalten.

Alle verwendeten Tiere wurden artgerecht gehalten. Die Versuche wurden in
Ubereinstimmung mit den Richtlinien der deutschen Bundesregierung zum Schutz von

Versuchstieren durchgefiihrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Golgi-Farbung

Die Golgi- Farbung, auch ,schwarze Reaktion” oder, gemadR ehemaliger Inhaltstoffe,
»Silbernitratfarbung” genannt, ist ein altes Verfahren, das 1873 von Camillo Golgi
entwickelt wurde, um Nervengewebe besser untersuchen zu kdnnen. Fir die Erkenntnisse,
die Golgi und Cajal durch die neue Farbetechnik gewannen, erhielten sie 1906 den
Nobelpreis. Das Besondere an dieser Farbung ist, dass per Zufallsprinzip weniger als 1%
aller Zellen angefarbt werden. Aus diesem Grund lassen sich selbst in dichtem

Nervengewebe einzelne Nervenzellen bis in ihre Auslaufer und Dendriten hinein darstellen
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und untersuchen. Das wéare ohne die selektive Farbung nicht moglich. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Golgifirbung mit dem Ziel angewendet, in WT und Shank2”/-M3usen die
Spines der distalen Dendriten von Purkinjezellen in der distalen Molekularschicht
darzustellen und einer morphologischen Analyse zu unterziehen. Fir die Farbung wurde
das FD Rapid GolgiStain™ Kit verwendet, ein Methodenbausatz, der die vier bendtigten
Losungen A, B, C, D und E enthalt. Fir die Praparation der Schnitte wurden zunachst die
Gehirne der Tiere, nachdem sie narkotisiert und getétet worden waren, aus dem Schadel
entnommen und zur Reinigung in bidestilliertes Wasser gegeben. Nach der Entfernung von
Blutresten, wurden die Maushirne flir zwei Wochen in die Impragnierlésung, bestehend
aus je 5 ml Losung A und B eingelegt und, da die beiden Lésungen lichtempfindlich sind, im
Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert. Die Losungen A wund B enthalten
Quecksilberchlorid, Kaliumchromat und Kaliumdichromat. Am nachsten Tag wurde die
Losung einmalig gewechselt. Nach Ablauf der 14 Tage wurden die Praparate entnommen
und fir 48 Stunden bei 4°C und Dunkelheit in Losung C getaucht. Nun folgte das Schneiden
der Gehirne. Mit einem Vibratom (Thermo Scientific Microm, HM 650 V von Thermo
Scientific in Waltham, Massachusetts, USA) wurden 150 um diinne coronare Schnitte
angefertigt, anschliefend auf einen Objekttrager aufgezogen und mit einem Tropfen der
Losung C benetzt. Nach dem Trocknen an der Luft bei Raumtemperatur war die Praparation
der Schnitte abgeschlossen. Nun folgten die Farbeschritte: Zunachst wurden die Schnitte
zweimal je vier Minuten mit bidestilliertem Wasser gespiilt. In einer Mixtur aus Losung D,
E und bidestilliertem Wasser im Verhdltnis 1:1:2 mussten die Schnitte zehn Minuten
entwickelt werden. Danach erfolgten wiederum zwei Splildurchgange von jeweils vier
Minuten Dauer. Als Eindeckmittel wurde Kaisers Glycerin Gelatine bei 55°C verflissigt und
auf die Praparate pipettiert. Die Hirnschnitte wurden schlieBlich mit Deckgldasern versehen

und bis zur Analyse bei Raumtemperatur dunkel gelagert.

2.2.1.1 Spineanalyse

Die Analyse der Spines in der Molekularschicht erfolgte an mit dem FD Rapid GolgiStain™
Kit gefarbten Kleinhirnschnitten. Das Kleinhirn besteht aus den Anteilen Ponto-, Vestibulo

und Spinocerebellum. Um reproduzierbare und vergleichbare Analysen zu erhalten wurden
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ausschlieBlich die Spines der Purkinjezellen aus dem Pontocerebellum auf Unterschiede
untersucht. Alle Analysen wurden verblindet durchgefiihrt. Die Lokalisation des
Pontocerebellums, das sich lateral des Vermis Gber beide Kleinhirnhemispharen erstreckt,
erfolgte anhand des ,Allen Mouse Brain Atlas”. War diese Region im Lichtmikroskop
identifiziert, wurden die Purkinjezellen anhand ihres charakteristischen Aussehens
ausfindig gemacht. Wegen ihrer groRen, birnenformigen Perikaryen, die am apikalen Pol
einen einzigartigen, breit verzweigten Dendritenbaum tragen, sind sie nicht zu
verwechseln. Die am weitesten distal liegenden Dendriten wurden in 63-facher
VergroRerung mit dem Axioskop Durchlichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
aufgenommen. Dabei wurden Z-Stacks im Abstand von 0,35 um angefertigt, um
anschlielend die in einem dreidimensionalen Konstrukt liegenden Dendriten mit der
Axiovision Software ,Extended Focus Module” auf ein zweidimensionales Niveau
zusammenzufassen. Anhand der Aufnahmen konnten Spinedichte, Spineldnge und
Képfchenbreite analysiert werden. Fir die Erfassung der Spinedichte wurde zunachst die
Liange des distalen Dendriten vom Punkt der Aufzweigung bis zum am weitesten distal
gelegenen Punkt gemessen und entlang dieser Strecke alle Spines gezahlt. Als Spine galt
jede, von dem Dendritenschaft ausgehende Vorwdlbung. Der Quotient aus Spineanzahl
und Dendritenlange ergab die Spinedichte. Pro Tier wurde an mindestens 20 distalen
Dendriten jeweils unterschiedlicher Purkinjezellen die Spinedichte ermittelt. Daraus
ergaben sich in der Kontrollgruppe n = 97, in den Shank2”/-Mausen n = 89 ermittelte
Spinedichten. Um nun die durchschnittliche Spinedichte von Wildtypen und Shank2/--
Mausen zu erhalten, wurden fiir jeden Genotyp die ermittelten Spinedichten addiert und
durch die Anzahl der analysierten Dendriten (n = 97 bzw. n = 89) geteilt. Um auch die
jeweiligen Spineldngen und Spinebreiten vergleichen zu kénnen, wurden aus samtlichen
Schnitten Spines distaler Purkinjezelldendriten, WT n = 748, Shank2”/-Mausen n = 639,
ausgemessen. Am groRRten Durchmesser des Spinekdpfchens wurde die Spinebreite
gemessen. Abbildung 4B beschreibt die erhobenen Messparameter. Um auch hier die
durchschnittlichen Werte fir die Mutanten und die Kontrollgruppe zu erhalten, wurde wie

bei der Ermittlung der durchschnittlichen Spinedichte vorgegangen.
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Abb.3: A) Golgi-Farbung, Analyse der Spinedichte an distalen Purkinjezelldendriten; B) Vermessung der
Parameter Spinebreite (orange) und Spineldnge (blau).

2.2.2 Elektronenmikroskopie

Mithilfe der Elektronenmikroskopie wurden die PSDs an Synapsen der Molekularschicht (in
Shank27--Mutanten) und der Kérnerzellschicht (Shank37-Mutanten) untersucht. Um diese
morphologischen Analysen durchfiihren zu kénnen, werden Ultradiinnschnitte der zu
untersuchenden Hirnregion benotigt. Die Schnitte miissen sehr dinn sein, damit die
Elektronen das Objekt durchstrahlen kénnen. Zwar erfordert die Elektronenmikroskopie
eine aufwandige Aufbereitung der Schnitte, bietet aber im Gegenzug ein sehr hohes
Auflésungsvermogen. Die derzeitige Auflosungsgrenze liegt bei 0,5 nm. Fiir die Praparation
wurden die Tiere anasthesiert und nach Thorakotomie und Kardiotomie zunachst mit 0,5%
heparinisierter Kochsalzlésung und anschliefend tGber einen Perfusor mit 20 ml fixiert. Die
Perfusionslosung enthielt 2% Paraformaldehyd, 2,5% Gultaraldehyd und 1% Saccharose in
0,1 % Cacodylat Puffer mit einem pH von 7,3. Nach Entnahme des Gehirns erfolgte eine
zweite Fixation Gber Nacht in einer Losung aus 1% Kaliumdichromat, 1% Quecksilberchlorid
und 8% Kaliumchromat bei 4 °C. Anschliefend wurden die fixierten Hirne mittels Vibratom
in 200 um diinne coronare Scheiben geschnitten. Da die ganzen Scheiben als Praparate fir

die folgende elektronenmikroskopische Analyse zu groB waren, wurden gezielt die
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Bereiche der Kornerzellschicht und der Molekularschicht, die fiir die jeweiligen
Experimente von Interesse waren, in ca. 2 mm? groRe Stiicke prapariert. Nach Waschen in
0,1 M phosphatgepufferter Kochsalzlosung fiir finf bis zehn Minuten und Nachfixierung
der Strukturen in 2% Osmiumtetroxidlésung fiir zwei Stunden erfolgte die Dehydrierung
des Praparats mit Alkohol in aufsteigenden Konzentrationen Uber jeweils zwei bis drei
Minuten. Zur anschliefenden Blockkontrastierung diente in Ethanol gelostes Uranylacetat,
worin die Schnitte fir 30 Minuten bei 37°C eingetaucht wurden. Die Einbettung der
Schnitte in Epoxidharz erfolgte nach erneuter dreimaliger Dehydratation in 100% Alkohol
fiir je 30 Minuten. Aus diesen Harzblocken wurden anschlieend 0,5 um diinne Schnitte
angefertigt und mit Toluidinblau gefarbt. Dieser Schritt diente dazu, mit einem
Lichtmikroskop die zu analysierenden Subregionen exakt ausfindig zu machen und
exzidieren zu kénnen. Die so erhaltenen ca. 1 mm? groRen Semidiinnschnitte wurden nun
mittels Ultramicroton auf eine elektronentransparente Schnittdicke von 70 nm
verschmalert und zur Stabilisierung auf Kupfernetzte mit einer Gitterbreite von 70 um

aufgetragen.

2.2.2.1 PSD-Analyse

Unter dem Jeol 1400 Transmissionselektronenmikroskop konnten die Ultrastrukturen der
Schnitte sichtbar gemacht und Aufnahmen der Synapsen samt PSDs fiir die morphologische
Analyse angefertigt werden. (Software olympus imaging solution, side mounted CCD TEM
Camera Olympus Valeta mit 2k x 2k Pixels). Da, wie in der Einleitung bereits ausgefihrt,
Shank2 im Kleinhirn nur an den PF-PC Synapsen der distalen Molekularschicht und Shank3
nur in der Kornerzellschicht an den Synapsen zwischen Moosfaserterminalen und
Kérnerzelldendriten zu finden sind, wurden fiir die Analyse der Synapsen in der
Molekularschicht Kleinhirnschnitte von Shank2”--, fiir die Synapsen in der Kérnerzellschicht
von Shank3”/-Mutanten verwendet. In der Ubersichtsaufnahme bei 800-facher
VergrofRerung konnten die drei Kleinhirnschichten anhand ihrer charakteristischen
Morphologie leicht voneinander abgegrenzt werden. Fir die Aufnahme von PF-PC
Synapsen wurde der distale Anteil der Molekularschicht fokussiert. Um in dieser Region die

Synapsendichte zu ermitteln, wurden pro Tier mindestens 50 zufallig ausgewahlte, 36um?
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grole  Praparatausschnitte in 25  000-facher  VergroRerung bei einer
Beschleunigungsspannung von 120kV aufgenommen. Synapsen wurden anhand der mit
Blei deutlich kontrastierten PSD identifiziert. Alle PSDs, die auf den determinierten 36um?
lagen, wurden mithilfe von ImagelJ gezahlt und die ermittelte Gesamtzahl durch die Grol3e
der Fliache in um? geteilt. Das Resultat ergab die Synapsendichte pro pum?>.

Die Vermessung der PSDs wurde in 80 000-facher VergrofRerung vorgenommen. Die als
elektronendichteren Streifen charakterisierten PSDs finden sich direkt unter der Membran
der Postsynapse. Sie sind deutlich prominenter als die korrespondierenden, in der
Prasynapse liegenden aktiven Zonen. In diesem Bereich der Prasynapse sind die mit
Transmittern gefillten Vesikel auszumachen. Getrennt werden die Pra- und Postsynapse
durch den synaptischen Spalt, der bei Typ | Synapsen im Mittel ca. 20 nm breit ist und als
Kontrollparameter mitgemessen wurde. Nur Synapsen, deren Spaltbreite zwischen 15-40
nm betrug, wurden in die Analyse miteinbezogen. Da Shankproteine bisher ausschlieRRlich
an exzitatorischen Synapsen gefunden wurde, war fir die Untersuchung von
Shankproteineffekten zunachst nur die Analyse asymmetrischer Synapsen von Interesse.
Anhand der bereits in der Einleitung genannten Merkmale wurden solche Synapsen fiir die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen identifiziert und die PSDs in Lange und Dicke unter
der Verwendung von Imagel) vermessen. Pro Versuchstier wurden mindestens 50 PSDs
ausgewertet. Um einen Vergleich der Werte zwischen den verschiedenen Genotypen zu
ermoglichen, wurden die Werte der jeweils ermittelten Parameter innerhalb des jeweiligen
Genotyps addiert und durch die Gesamtzahl der Messwerte geteilt. Die Ergebnisse von
Mutanten und Wildtypen wurden mithilfe von GraphPad Prism 5 ausgewertet und
verglichen. Dabei wurde analog der Auswertung der Golgidaten vorgegangen.

Die notwendigen Prdparationsschnitte und die folgenden Bestimmungstechniken kamen in
vergleichbarer Weise auch bei der Shank3 Analyse zur Anwendung. Fir die Analysen der
MF-GC Synapsen musste die cerebellare Kornerzellschicht aufgesucht werden. Ein
Moosfaserterminal ist als charakteristisches, meist keulenférmiges und mit unzahligen
Vesikeln gefiilltes Areal leicht identifizierbar. Das Erscheinungsbild dieser Struktur ist, in
Abhéangigkeit vom jeweiligen Schnittwinkel, verschieden. Die schwarzen Streifen, als
makroskopisches Korrelat elektronendichter PSDs an MF-GC Synapsen, lieBen sich sicher
identifizieren. Fir die Ermittlung der Synapsendichte wurden die Synapsen eines

Moosfaserterminals auf einer Fliche von 36 um? ausgezahlt und dann die Dichte pro um?
25



errechnet. Auf diese Weise wurden auch hier pro Versuchstier an mindestens 50
Moosfaserterminalen die Synapsendichte untersucht Das weitere Vorgehen erfolgte

analog der elektronenmikroskopischen Analysen in der Molekularschicht.

Abb.4: A/B) Représentative elektronenmikroskopische Aufnahme einer PF-PC Synapse aus der Molekularschicht.

A) Synapse mit Aktiver Zone (roter Pfeil), Synaptischem Spalt (weiler Pfeil) und PSD (Stern) B) Synapse mit
eingezeichneten Messparametern: PSD-Lange (rosa), PSD-Dicke (blau), Breite Synaptischer Spalt (gelb) C) Repradsentative
elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme des cerebelldren Cortex: Kérnerzellschicht (roter Pfeil), Purkinjezellen
(Sterne), Molekularschicht (schwarzer Pfeil)

2.2.3 Statistische Auswertung

Die gewonnenen Daten wurden jeweils mit GraphPad Prism 5 ausgewertet und als Graphen
dargestellt. Als statistischer Test wurde, nach Prifung auf Normalverteilung der Werte, der
student’s t-test angewendet. Entsprach die Verteilung keiner GauRschen Glockenkurve, so
griff der Mann-Whitney U Test. Das Signifikanzniveau wurde bei allen morphologischen
Analysen auf p < 0,05 festgelegt. Fiir eine differenzierte Betrachtung wurden die Ergebnisse

als absolute und kumulative Haufigkeiten dargestellt
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Spineanalyse in der Molekularschicht

In den mit dem FD Rapid GolgiStain™ Kit gefarbten Kleinhirnschnitten wurden die
Parameter Spinedichte, Spinelange und Spinebreite an den, in der Molekularschicht
gelegenen, distalen Dendriten der Purkinjezellen gemessen. Es wurden je Genotyp drei
weibliche und ein méannliches Tier (N = 4 Wildtypen und N = 4 Shank2”--Mutanten) auf
morphologische Unterschiede dieser Strukturen hin untersucht. Das Alter der Tiere lag
zwischen P 70-100. Fir die Ermittlung der Spinedichte wurden pro Tier mindestens 20
distale Dendriten untersucht. Bei den WT waren dies insgesamt n = 97 bei den Shank2/--
Mausen n = 89 Dendriten. Die Spinedichte pro um? war bei den WT mit 1,931 Spines/um?
im Vergleich zu den Shank27/-Ma3usen mit einem Mittelwert von 1,815 Spines/pum? nicht
signifikant verandert (p = 0,242).

Fiir die Analysen der Spineldnge und Spinebreite wurden in den WT n = 748 und in den
Shank2”/-Mausen n = 639 Spines untersucht.

Hinsichtlich der Spineldange ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p = 0,363). Die
Messung der durchschnittlichen Spinelange lag bei den WT bei 1,338 um und bei den
Shank27--Mausen bei 1,324 pm.

Auch in der Breite der Spinekdpfchen ergaben sich zwischen WT (mean = 0,723 um) und
den Shank2”/-Mausen (mean = 0,707 um) keine signifikanten Unterschiede (p = 0,979).
Die Verteilung der Spinelangen und Spinebreiten wurde durch die Darstellung der

kumulativen Haufigkeiten erfasst. (Fig.1)
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Erstveroffentlichung in Peter et al., 2016

Abb.5: A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen von distalen PC-Dendriten in der Molekularschicht von WT und
Shank2/-Maiusen, Messbalken 1nm. B-D Analyse der Spineparameter der distalen PC-Dendriten von WT N=4 und
Shank2 - N=4 B) Vergleich der durchschnittlichen Spinedichte + SEM (WT: 1,931+ 0,075; Shank2”/: 1,815 + 0,071),
keine signifikanten Verinderungen, p>0,05. Gemessene Dendriten WT n = 97, Shank27- n = 89. C) Spineldnge
dargestellt als Mittelwerte + SEM (WT: 1,338 + 0,028; Shank2/-: 1,324 + 0,019) und als kumulative Haufigkeit sowie
Haufigkeitsverteilung mittels GauRscher Glockenkurve, die die Verteilung aller Spines WT n = 748, Shank2”/- n = 639
angeben, p >0,05. D) Darstellung der Spinebreite als Mittelwerte + SEM (WT: 0,723 + 0,016; Shank2+: 0,707 + 0,012),
Spines WT n = 748, Shank2/-n = 639, p > 0,05. Zur statistischen Analyse wurde der Mann-Whitney U Test verwendet.
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3.2 Ergebnisse der PSD-Analyse in der Molekularschicht

Synapsendichte, Lange und Dicke der PSDs, sowie die Breite des synaptischen Spaltes
wurden in der Molekularschicht, wie oben beschrieben, elektronenmikroskopisch
vermessen und analysiert. Zur Bestimmung der Synapsendichte wurden pro Tier
mindestens 50 Aufnahmen angefertigt, sodass auf WT n = 235 und Shank2”/--M3usen n =
242 Aufnahmen die PSDs ausgezahlt wurden. Pro Tier wurden mindestens an 50 Synapsen
die Parameter Lange und Dicke der PSDs sowie die Breite des synaptischen Spaltes
vermessen. Daraus ergaben sich in der Gruppe der WT n = 226 und in der der Shank2”--
Mé&use n = 243 untersuchte PSD-Ldngen, WT n = 223 und Shank2”/-M&use n = 233 PSD-
Dicken sowie WT n = 225, Shank2/-M&use n = 241 vermessene synaptische Spalte. In
diesen erfassten Parametern zeigten sich, bis auf die Breite des synaptischen Spaltes, keine
signifikanten Unterschiede zwischen den WT und den Shank27/-Ma&usen. (Fig. 2)

Auf der jeweils betrachteten Flache von 36 um? befanden sich bei den WT durchschnittlich
0,244 Synapsen/pum?, bei den Shank2”/-Mausen waren es 0,234 Synapsen/pum? (p = 0,678).
Die PSD-Langen der beiden Genotypen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p
= 0,308). Bei den WT betrug die PSD-Linge durchschnittlich 313,3 nm. Bei den Shank27--
Mausen lag die durchschnittlich gemessene Lange bei 305,3 nm. (Fig. 3)

Die Dicke der PSD war bei den Wildtypen mit durchschnittlich 26,19 nm leicht, aber nicht
signifikant (p = 0,934) verbreitert im Vergleich zu dem bei den Shank27--Mé&usen erfassten
durchschnittlichen Wert von 25,99 nm.

Nur die Analyse der Breite des Synaptischen Spaltes ergab signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Untersuchungsgruppen. Die Breite des Synaptischen Spaltes betrug
bei den WT im Mittel 23,77 nm, bei den Shank27/-Mausen lag sie bei durchschnittlich 22,19
nm (***p < 0,0001).

Die Graphiken der kumulativen Haufigkeiten spiegeln die Verteilung der PSD-Langen bei
WT und Shank2”/-Ma3usen wider. Wihrend die Ldngen und Dicken der PSDs in beiden
Gruppen annahernd gleich verteilt sind, haben die Synapsen der WT Mause durchgehend

einen breiteren Synaptischen Spalt.
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Synapsendichte (pro um?)

Erstveroffentlichung in Peter et al., 2016
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Abb.6: A) Reprasentative Aufnahme von Synapsen (Pfeile) in der distalen Molekularschicht auf einer Flache von 36 um?2.
MaRbalken 1 um, VergréBerung 25 000x, WT N = 4, Shank2”- N = 4. B) Synapsendichte dargestellt als Mittelwerte + SEM
(WT: 0,244 + 0,005, Shank2/-: 0,234 + 0,005), ausgezihlte Aufnahmen WT n = 235, Shank27- n = 242. Keine signifikanten

Verdanderungen, p > 0,05, Mann-Whitney UTest.
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Abb.7: A) Reprasentative elektronenmikroskopische Aufnahmen von analysierten Synapsen in der Molekularschicht
von WT und Shank27/--Mausen, Messbalken 100nm. B-D Darstellung der PSD Parameter als Mittelwerte (links) und
als kumulative Haufigkeiten, sowie als Haufigkeitsverteilungen mittels GauBscher Glockenkurven (rechts). WT N = 4,
Shank2/- N = 4. B) Vergleich der PSD-Lingen + SEM, (WT: 313,3 + 6,459, Shank2/-: 305,3 + 6,173), vermessene PSDs
WT n =226, Shank2/- n = 243, p > 0,05, Mann-Whitney U Test . C) Vergleich der PSD-Dicken + SEM, (WT: 26,19 *
0,398; Shank2-: 25,99 + 0,349), vermessene PSDs WT n = 223, Shank2"-n = 233, p > 0,05, Mann-Whitney U Test. D)
Vergleich der Breite des Synaptischen Spaltes + SEM (WT: 23,77 +0,279; Shank2/-: 22,19 + 0,237) vermessene Spalte
WT n =225, Shank2/-n = 241, ***p < 0,0001, unpaired t-test.
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3.3 Ergebnisse der PSD-Analyse in der Kérnerzellschicht

Die Ultrastruktur der PSDs, die Breite des synaptischen Spaltes sowie die Synapsendichte
von Shank37-Mausmutanten wurden in der Kérnerzellschicht vermessen, analysiert und
mit der Kontrollgruppe verglichen. Es zeigten sich bei keinem der gemessenen Parameter
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Die Synapsendichte innerhalb eines Moosfaserterminals wurde bei einer VergrofRerung von
25 000 x auf einer Fliche von 36 pm? ausgewertet. Pro Tier wurden jeweils 50
Moosfaserterminale ausgezahlt. Daraus ergaben sich bei den WT Mausen n = 158, in den
Shank3”/-Mausen n = 163 analysierte Regionen. Die durchschnittlichen Synapsendichten
von WT Méusen und Shank37-Mutanten unterschieden sich nicht signifikant. Bei den WT
betrug sie 0,38 Synapsen/um?, bei den Shank3/-Mausen 0,39 Synapsen/um? (p = 0,417)
(Fig. 4).

Die Parameter Lange und Dicke der PSD, so wie die Breite des synaptischen Spaltes wurden
bei einer VergroRRerung von 80 000 x aufgenommen und anschliefend ausgemessen. Zur
Erfassung dieser Parameter wurden bei den WT jeweils n = 161, bei den Shank3/--M&usen
n = 159 Synapsen ausgewertet. (Fig. 5)

Die Lange der PSDs war zwischen Mutanten und Kontrollgruppe nicht signifikant
verschieden (p = 0,673). In der Kontrollgruppe rangierte sie in einem Bereich von 80,39 nm
bis 273,70 nm, bei einem Mittelwert von 161,86 nm. Bei den Shank3”/-Mé&usen betrug die
gemessene Lange mindestens 59,40 nm und maximal 308,95 nm. Die durchschnittliche
Lange lag bei 159,92 nm.

Die Dicke der PSD betrug bei der Kontrollgruppe durchschnittlich 23,62 nm, bei den Shank3-
/-M3usen 23,30 nm und war ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich (p = 0.590).

Auch in der Breite des Synaptischen Spaltes unterschieden sich die beiden Gruppen nicht
signifikant (p = 0,685). Bei der Kontrollgruppe betrug die Breite im Durchschnitt 22,31 nm,
bei den Mutanten 22,12 nm.

Die Graphiken der kumulativen Haufigkeit zeigen, dass die analysierten Parameter in

beiden Gruppen jeweils gleichmaRig verteilt sind.
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Synapsendichte (pro pm?)

WT KO

Abb.8: A) Reprdsentative elektronenmikroskopische Aufnahmen von Synapsen (Pfeile) an Moosfaserterminalen in der
Kérnerzellschicht von Wildtypen (N = 3) und Shank37/-Mausen (N = 3). MaRbalken 1 um, VergréRerung 25 000x. B)
Synapsendichte dargestellt als Mittelwerte + SEM (WT: 0,385 + 0,011, Shank3"-: 0,397 + 0,011), ausgezihlte Aufnahmen
WT n = 158, Shank3-- n = 163. Keine signifikanten Verdnderungen, p > 0,05, unpaired t-test.
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Abb.9: A) Reprasentative elektronenmikroskopische Aufnahmen von MF-GC Synapsen in der Kérnerzellschicht von WT

(N = 3) und Shank37/-Mé&usen (N = 3), VergréRerung 80 000x, Messbalken 200 nm. B-D Darstellung der PSD Parameter
als Mittelwerte + SEM und als kumulative Haufigkeiten sowie als Haufigkeitsverteilung mittels GauBscher Glockenkurven.
WT n =161 und Shank3/-n = 159 der jeweiligen Parameter wurden vermessen. B) Vergleich der PSD-Léngen, (WT: 161,80
+ 3,234; Shank3/: 159,9 * 3,308), p > 0,05, Mann-Whitney U Test. C) Vergleich der PSD-Dicken, (WT: 23,63 + 0,432;
Shank3/-: 23,30 £ 0,417), p > 0,05, unpaired t-test. D) Vergleich der Breite des Synaptischen Spaltes (WT: 22,31 + 0,377;
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Shank3/-: 22,13 +0,295), p > 0,05, unpaired t-test
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4 Diskussion

Der vorliegenden Arbeit liegt die Uberlegung zugrunde, dass ein Knockout der Gene Shank2
bzw. Shank3, aufgrund ihrer beschriebenen Bedeutung fiir die Entwicklung neuronaler
Strukturen, messbare Auswirkungen auf die Anzahl und Morphologie von cerebellaren
Spines und PSDs zur Folge haben. Die erhobenen Daten sollen im Folgenden unter

Berlicksichtigung bisher publizierter Ergebnisse eingeordnet werden.

4.1 Diskussion der Spineanalyse

4.1.1 Vergleich der Spineanalyse mit anderen Publikationen

Publikationen zur morphologischen Analyse cerebelldrer Spines und synaptischer
Strukturen in Shank-Knockout Modellen existieren bisher nicht. Daher kann fir die
Einordnung der hier erhobenen Befunde nur auf die Ergebnisse morphologischer Analysen
in anderen Hirnregionen zurtickgegriffen werden. In einer Reihe von Studien wurden die
genetischen Veranderungen die einen Verlust von Shankproteinen zur Folge hatten
charakterisiert. In Tabelle 1 sind die Publikationen aufgefiihrt, in denen morphologische
Befunde von Spines und Synapsen beschrieben wurden.

Die Ergebnisse dieser Publikationen, die sich in Shank-Mausmodellen mit der Morphologie
von Spines beschéftigen, sind nicht einheitlich. Ein Vergleich der Publikationen hinsichtlich
der gemessenen Unterschiede in Spinedichte, Spinelange und Spinebreite zwischen
Mutanten und Wildtypen ergibt eine gewisse Streuung der Ergebnisse.

Diese groRe Bandbreite an Ergebnissen kann mehrere Ursachen haben. Einerseits wurden
hier Publikationen verglichen, die Shank-Mausmodelle jeweils basierend auf
unterschiedlicher genetischer Manipulation verwendeten. Jingste Studienergebnisse
zeigen darUber hinaus, dass verschiedene Isoformen eines Shankproteins unterschiedliche
Auswirkungen auf die Morphologie dendritischer Spines haben konnen (Wang et al., 2014).

Andererseits unterscheiden sich die publizierten Analysen jeweils in der Verwendung von
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Material und Methodik sowie im Alter der analysierten Tiere. Auch durch die Methodik
bedingte Messungenauigkeiten konnten Ursache fiir die verschiedenen Ergebnisse sein.

In Anbetracht der Heterogenitat der Ergebnisse zur Spineanalyse ist eine Einordnung der
hier erhobenen cerebellaren Daten mithilfe der Ergebnisse anderer Shank-Mausmodelle
weder richtungsweisend noch aussagekraftig.

Vergleicht man nur die publizierten Ergebnisse zur Spinedichte aus Shank2-Modellen mit
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, stimmen die Ergebnisse liberein. Die Spinedichte
zwischen Mutanten und Wildtypen ist jeweils nicht verandert. Allerdings ist die Anzahl
dieser Publikationen gering und wegen fehlender Messungen der restlichen Parameter
bleibt eine vergleichende Aussage auf die Spinedichte beschrankt.

Unabhangig von Shank-Mausmodellen koénnten auch Analysen zur cerebelldren
Morphologie von Spines und Synapsen in anderen genetischen Autismusmodellen einen
Anhaltspunkt fir die Einordnung der hier erhobenen Daten bieten.

Das Angelman-Syndrom (AS) gehort zu den Erkrankungen des syndromatischen Autismus.
Denn neben gestérter motorischer und mentaler Entwicklung erfiillen viele AS-Patienten
zusatzlich die Diagnosekriterien fiir Autismus. Der Verlust der maternal exprimierten
Ubiquitin Proteinligase UBE3A fihrt beim AS zu neurologischen Entwicklungsstérungen.
Friihere Studien haben gezeigt, dass Anderungen motorischer Bewegunsabliufe mit
morphologischen Verdanderungen von PC-Spines einhergehen (Lee et al., 2007). Aufgrund
der stark veranderten Motorik in AS Patienten untersuchten J. Sun et al., 2015 in mit dem
FD GolgiRapid™ Kit gefarbten Kleinhirnschnitten die Spinedichte an PC-Dendriten in AS
Mausmodellen und verglichen sie mit Wildtypen. Die Spinedichte von AS Mausen war
gegenlber den Wildtypen signifikant verringert. Durch die Behandlung mit dem
Immunsupressivum Rapamycin konnte der Phanotyp der Mutanten wieder aufgehoben
werden.

Wei H. et al.,, 2012 untersuchten Spinedichte und Spineldnge an den Dendriten von
kultivierten, cerebelldren Kérnerzellen von Fmrl7/-Ma&usen und verglichen die Daten mit
einer Kontrollgruppe. Mutationen im FMR1-Gen sind Ursache des Fragilen X-Syndroms,
einer Erkrankung, die ebenfalls zum Syndromatischen Austismus gezahlt wird. Die Dichte
der Mushroom Spines war bei den Fmrl”/-Mé&usen signifikant verringert. Statt der
pilzférmigen Ausstilpungen bildeten sie viele signifikant langere Spines als die WT. Durch

eine Behandlung mit Memantin konnte der Phanotyp teilweise aufgehoben werden.
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Der Versuch, anhand bereits publizierter Daten die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse
einzuordnen zeigt, wie problematisch der Vergleich von genetischen Mutationen ist, die
mit Autismus in Verbindung gebracht werden. Bereits sehr ahnliche genetische
Unterschiede kdnnen hier verschiedenste morphologische Auspragungen zeigen. Diese
Beobachtung steht im Kontext zu den unterschiedlichen Auspragungen der Krankheiten
des autistischen Formenkreises und weist nochmals daraufhin, dass jeder einzelne Fall von

Autismus ganz individuell betrachtet werden muss.

4.1.2 Diskussion der einzelnen Spineparameter

4.1.2.1 Spinedichte

Shankproteine werden mit Entstehung, Proliferation und Morphologie von Spines in
Verbindung gebracht. Ein Verlust von Shankproteinen ldsst Defizite in diesen Bereichen der
Spineentwicklung erwarten. Um fundierte Aussagen Uber die Ergebnisse der Spineanalyse
treffen zu kénnen, ist es sinnvoll, sich zunachst die bisherigen Erkenntnisse und Theorien
zur Entwicklung und Formation von Spines vor Augen zu flihren.

R. Yuste und T. Bonhoeffer, 2004 berichten in ihrem Review Uber die bisher
unternommenen Versuche und die daraus gewonnenen Erkenntnisse zur Entwicklung von
Spines. Neben den Pyramidenzellen des Hippocampus wurden dabei vor allem cerebellare
Purkinjezellen als Versuchszellen verwendet und anhand der erhobenen Daten Theorien
zur Spineentwicklung in Purkinjezellen entwickelt:

Purkinjezellen bilden auch in Abwesenheit von Kornerzellen morphologisch unauffallige
Spines aus. Daher wird davon ausgegangen, dass der Anstold zur Spinebildung von den
Purkinjezellen ausgeht und auch unabhéangig von dulReren Einfllissen funktioniert (Sotelo-
Modell). Fir diese Theorie spricht auch die Beobachtung Larramendis. Er stellte fest, dass
Purkinjezellen schon Spines entwickelt hatten bevor sie synaptische Kontakte mit den
Parallelfasern ausbildeten. Sie konnten also nicht von den Parallelfasern zur Spinebildung
angeregt worden sein.

Fir die meisten Spines gilt, dass die Synaptische Aktivitat und das Lebensalter einen Einfluss

auf die Spineentwicklung und -dichte haben. Allgemein wird von zwei Phasen der
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Spineentwicklung ausgegangen - der Phase der Spineproliferation und der Phase des
altersabhangigen Spinerlickgangs. Die Spinedichte ist demnach abhdngig vom Alter der
Mause. Die Synaptische Aktivitdt jedoch scheint keinen Einfluss auf die Dichte der PF-PC
Synapsen zu nehmen. Sie werden ,intrinsisch angelegt” und unabhangig von der
synaptischen Aktivitat aufrechterhalten (Yuste und Bonhoeffer, 2004).

Unabhangig davon, welcher Erklarungsansatz fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung
der Spinedichte herangezogen wird, zeigt diese Arbeit, dass Shank2 keinen Einfluss auf die

Spinebildung und Spinedichte an Dendriten der Purkinjezellen hat.

4.1.2.2 Spineldange und Spinebreite

In der vorliegenden Arbeit ergaben sich zwischen Shank27-Mausen und Wildtypen auch
hinsichtlich der Spinebreite keine Unterschiede. Dieser Befund lasst vermuten, dass Shank2
auch auf die Breite der Spinekdpfchen keinen messbaren Einfluss besitzt. Anhand der
bisherigen Kenntnisse zur Morphologie von Spines soll diese Vermutung tGberpriift werden:
Spines kdnnen sich in unterschiedlichen Formen darstellen und sind aufgrund neuronaler
Anpassungsprozesse einem steten Wandel unterworfen.

Bei der Klassifikation der Spinemorphologie werden traditionell die Spineformen ,,Stubby*,
,Thin“ und ,,Mushroom-like” unterschieden. Stubby Spines gelten als unreife Spines, die
sich noch in der Entwicklung befinden. An dlteren Neuronen findet man Uberwiegend
Mushroom-like oder Thin Spines. Bei diesen beiden Formen ist der Kopf der Spines
morphologisch klar vom Hals der Spines abzugrenzen (Yuste und Bonhoeffer, 2004).
Aufgrund dieser Abgrenzbarkeit von Spinehals und -kopfchen liegen bei den hier
untersuchten Tieren Gberwiegend die beiden letzteren Formen vor.

Veranderungen von Spinemorphologien und der Umsatz von Spines werden mit
Lernprozessen in Verbindung gebracht (Engert und Bonhoeffer, 1999; Yuste und
Bonhoeffer, 2004). Lernschwachen gelten als Merkmal autistischer Verhaltensstérungen.
Es ist denkbar, dass der Grund dafiir in einem gestorten Turnover von Spines liegt.
Normalerweise unterliegen Spines einem steten Turnover, einem morphologischen
Wandel, Gber den sowohl ihre Neubildung als auch ihr Untergang gesteuert werden. Ein

defekter Turnover kdnnte eine geringere Neubildung von Spines sowie die Stagnation der
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Spines in stabilen, sich an wechselnde Anforderungen nicht mehr anpassungsfihige
Spineformen zur Folge haben. Es ware daher vorstellbar, dass der Shank2 Verlust einen
gestorten Turnover von Spines verursacht und dieser in den verbreiterten Spineképfchen
resultiert.

Da sich Wildtypen und Shank2”/-Ma&use in dieser Arbeit aber hinsichtlich der Spinebreite
nicht unterscheiden, scheint das Shank2-Protein weder fir die Morphologie von Spines,
noch fir deren Turnover verantwortlich zu sein.

Die Spinelange zwischen WT und Shank2”/--M3usen war nicht signifikant verandert. Anhand
der Datenlage ist daher davon auszugehen, dass ein Shank2 Verlust keine Auswirkungen
auf die Lange von Spines hat.

In Publikationen, deren morphologischen Untersuchungen ebenfalls keine Unterschiede in
der Spinelange ergaben, werden Kompensationsmechanismen innerhalb der Shank-
Proteinfamilie als Ursache fir die fehlenden Auswirkungen diskutiert. Schmeisser et al.
2012 waren in ihrer Shank27-Mutante eine kompensatorische Erhéhung von Shank3
aufgefallen.

An den hier analysierten PF-PC Synapsen kommt aus der Shank-Proteinfamilie nur Shank1
flir Kompensationsmechanismen in Frage. Wenn Shank1 die Fahigkeit besitzt, die Aufgaben
von Shank2 zu Ubernehmen, kénnte dies erklaren, warum sich die Spineparameter
zwischen Mutanten und Wildtypen trotz des Shank2 Verlustes nicht signifikant
unterscheiden. Sind die Proteine der Shankfamilie in der Lage auch die Aufgaben ihrer
anderen Mitglieder zu erfiillen?

Publikationen zeigen, dass allein die Mutation verschiedener, einzelner Shank3 Isoformen
unterschiedliche Auswirkungen auf die Funktion einer Synapse hat. Jede einzelne Isoform
Ubernimmt eine ganz individuelle Funktion an der Synapse. (Wang et. al., 2014). Die
Aufgaben der Shankproteine scheinen speziell verteilt und determiniert. Daher ist nicht
klar, ob Shank1 zu einer Kompensation von Shank2 Gberhaupt in der Lage ist.

Eine vergleichende Untersuchung von cerebelldren Shankl-Konzentrationen in Shank2”--
Mausen und Wildtypen konnte Hinweise liefern, ob auch in dem hier verwendeten

Mausmodell ein Shank1 induzierter Kompensationsmechanismus vorliegt.
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4.1.3 Zusammenfassung der Erkenntnisse der Spineanalyse

Bisher verdffentlichte Studien in Shank-Mausmodellen berichten von unterschiedlichen
Auswirkungen auf die Morphologie und Dichte von Spines. In der vorliegenden Arbeit
wurden in keinem der Parameter signifikante Veranderungen festgestellt. Diese
Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass Shank2 keinen Einfluss auf die Dichte und die
Morphologie von Spines an hat.

Im Gegensatz dazu besteht die Moglichkeit, dass Kompensationsfaktoren, wie bspw. das
an den Synapsen verbleibende Shankl, das Aktin-Zytoseklett oder Bindungsproteine
innerhalb der PSD, die entstandenen Defizite zum Zeitpunkt der Untersuchung bereits
ausgeglichen haben. Die bestehenden, leicht verbreiterten Spineképfchen der Shank2/--
Mause kdonnten das morphologische Korrelat eines gestorten Spineturnover infolge eines
Shank Verlustes darstellen.

Die hier verwendete Methode reduziert, wie jedes Schnittbild, das dreidimensionale,
dynamische Gefilige der Molekularschicht auf eine zweidimensionale, statische Flache. Alle
postmortalen Schnittbilder kdnnen naturgemaR immer nur einen bestimmten Zeitpunkt in
der Entwicklung der dargestellten Strukturen festhalten. Die Abbildung eventuell
relevanter, dynamischer Veranderungen in der Entwicklung von Spines bleibt anderen
Verfahren vorbehalten. Fiir weitere Interpretationen und Einordnungen der in dieser
Arbeit erhobenen Daten zur Spineanalyse sind weitere morphologische Analysen im

Kleinhirn von Shank-Mausmodellen vonno6ten.

4.2 Diskussion der PSD-Analyse

Fir die PSD-Analyse wurden sowohl Synapsen in der Kérnerzellschicht von Shank37--
Ma&usen als auch Synapsen in der Molekularschicht von Shank27-Mausen mit dem
Elektronenmikroskop untersucht und jeweils mit einer Kontrollgruppe verglichen. Um die
morphologischen Analysen in der Molekularschicht abzuschlieBen, werden zuerst die
Ergebnisse der PSD-Analysen in den Shank27-Mutanten besprochen. Auch fiir die
Ergebnisse der PSD-Analyse soll zundchst eine Gegeniberstellung mit den bisherigen

elektronenmikroskopischen Morpho-Analysen in Shank-Knockout Modellen erfolgen und
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dadurch eine Einstufung der Ergebnisse ermoglicht werden (Tab.1). Wie im Bereich der
Spineanalyse existieren auch fiir die PSD-Analyse keine publizierten, cerebelldren Daten,
sodass auch hierflir auf die Analysen in anderen Hirnregionen zuriickgegriffen werden

muss.

4.2.1 PSD-Analyse in der Molekularschicht

4.2.1.1 Vergleich der PSD-Analyse mit anderen Publikationen

In der vorliegenden Arbeit wurde fir die PSD-Analyse in der Molekularschicht die Dichte
der Synapsen, die Lange, und die Dicke der PSD sowie die Breite des Synaptischen Spaltes
bestimmt. Bis auf Letzteren war bei den Shank27--M&usen im Vergleich zur Kontrollgruppe
keiner der Parameter signifikant verandert. Der Synaptische Spalt prasentierte sich an den
Synapsen der Mutanten signifikant verschmalert.

Eine Gegenuberstellung dieser Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer Publikationen
ergibt Folgendes (s. Tab. 1):

Won et al., 2012 zeigen in ihrer Publikation, dass sich die Synapsendichte innerhalb der
hippocampalen CA1 Region zwischen Shank2/-Mausen und Wildtypen nicht
unterscheidet. Studien, die die PSD-Lange hippocampaler Synapsen untersuchten,
kommen zu einem einheitlichen Ergebnis. Alle Analysen ergaben, dass in diesem Parameter
kein Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Untersuchungsgruppe besteht. Die
Vermessung der PSD Langen an striatalen Synapsen ergab eine signifikant reduzierte PSD-
Lange in den Shank3”--M&usen (Peca et al. 2011).

Mit den Ergebnissen zur PSD-Dicke verhalt es sich ahnlich. Bis auf eine signifikant reduzierte
PSD-Dicke in Shank1”/--Mausen (Hung et al., 2008), bleiben alle weiteren Vergleiche der
PSD-Dicke zwischen Mutanten und Kontrollgruppe im Hippocampus ohne signifikante
Befunde. Bei Peca et al., 2011 ist die PSD-Dicke an den Synapsen des Striatums signifikant
verschmalert.

Es fallt auf, dass unter all den Publikationen zur PSD-Analyse nur in einer die Dichte der
Synapsen (Won et al., 2012) und in keiner einzigen die Breite des synaptischen Spaltes

ermittelt wurden.
41



Die bisher veroffentlichten Studien kommen lberwiegend, zu dem Ergebnis, dass in den
PSD-Parametern kaum Unterschiede zwischen Shank-Mausmutanten und Wildtypen
existieren. Anders als in den Studien zur Spineanalyse wurde fiir die PSD Analyse in allen
Publikationen mit gleichem Material und mit gleicher Methodik gearbeitet. Diese
Ubereinstimmung in der experimentellen Vorgehensweise erhéht die Vergleichbarkeit der
Daten.

Fir einen Vergleich der Breite des Synaptischen Spaltes fehlt es an Daten anderer
Publikationen.

Mit morphologischen Analysen der PF-PC Synapsen des Kleinhirns beschaftigten sich
Baudouin et al., 2012. Ihr Autismus-Mausmodell trug allerdings einen Knockout fir das
Neuroligin3-Gen. Zwischen den N/g3-Mausmutanten und der Kontrollgruppe konnten sie

keine signifikanten, morphologischen Unterschiede feststellen.

4.2.1.2 Diskussion der einzelnen Parameter

4.2.1.2.1 PSD-Dichte

Hinsichtlich der PSD-Dichte bestand in dieser Arbeit kein signifikanter Unterschied
zwischen Shank27--Mausen und Wildtypen. Anhand der Golgi-gefarbten Schnitte konnte
bereits gezeigt werden, dass ein Verlust von Shank2 keine Auswirkungen auf die
Spinedichte hat und Shank2 fir diesen Parameter nicht von signifikanter Bedeutung ist.
Kann man aufgrund der engen raumlichen Beziehung von Spines und PSDs diese
Schlussfolgerung aus der Spineanalyse auf die Ergebnisse der PSD-Dichte tGbertragen?

Die Schlussfolgerung lieRe sich nur dann anwenden, wenn die Bildung eines Spines auch
immer synchron dazu die Bildung einer Synapse samt PSD innerhalb des Spines bedeutete.
Die Literatur rat davon ab, bei der Bildung eines Spines automatisch auch von einer
Synapsenbildung auszugehen und pladiert dafiir, diese beiden Prozesse getrennt zu
betrachten. Dafir liefert sie folgende Griinde:

Im Cerebellum durchgeflihrte Versuche beobachten, dass an Purkinjezellen morphologisch
unauffallige Spines auch ohne eintreffende Axonterminale von Kornerzellen entstehen.
Einem Grofteil dieser Spines fehlt jedoch die Synapse als interneuronales

Kommunikationsmittel (Yuste und Bonhoeffer, 2004).
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Ethell und Yamaguchi, 1999 beobachteten in Zellkulturen, dass sich in manchen
Zellsystemen Spines und Synapsen mit PSDs nicht zeitgleich entwickeln. Auch die jeweilige
Entstehungsdauer der beiden morphologischen Gebilde spricht gegen das stets synchrone
Auftreten von Spines und Synapsen. Spines kdnnen innerhalb von Minuten entstehen und
ihre Form andern, Synapsen brauchen lange Zeit, um sich zu entwickeln (Yuste und
Bonhoeffer, 2004; Zhang und Benson, 2000).

Daneben existieren Modelle, die versuchen Ursprung und zeitlichen Zusammenhang von
Spinogenese und Synaptogenese zu erkldren. Keines dieser Modelle geht von einer
zeitgleichen Bildung von Synapse samt PSD und Spine aus (Yuste und Bonhoeffer, 2004; J.
Vaughn, 1989).

Trotz der unterschiedlichen Ansatze, die diese Theorien verfolgen, geht aus allen hervor,
dass dort, wo sich ein Spine entwickelt hat, nicht zwingend auch eine PSD ausgebildet sein
muss. Man kann daher nicht ohne weiteres davon ausgehen, dass aufgrund des fehlenden
Einflusses von Shank2 auf die Spinedichte, dieses Protein auch auf die PSD-Dichte keinen
Einfluss hat. Um den Einfluss von Shank2 auf die Bildung von PSDs und Synapsen
abschatzen zu kénnen, lohnt es sich daher, sich den Theorien liber die Entstehung von
Synapsen und den daran beteiligten EinflussgréBen explizit zu widmen. Der zugrunde
liegende Gedanke dabei ist, dass der Stimulus, der zur Bildung von Synapsen fihrt, auch
Einfluss auf die PSD-Dichte hat. Anhand der Modelle zur Einleitung und zum Ablauf der
Synaptogenese soll iberprift werden, ob den Proteinen der PSD, einschlieRlich Shank2,

eine Bedeutung fiir die Dichte von Synapsen beizumessen ist.

Vor allem durch elektronenmikroskopische Studien wurden bis heute mehrere Theorien
und allgemeine Grundsitze zur Synaptogenese entworfen. Einen guten Uberblick tiber die
Theorien zur Synaptogenese bietet der Artikel von J. Vaughn, 1989:

Eine der Theorien beispielsweise geht davon aus, dass die Initilerung der Synapsenbildung
auf der Seite der Prasynapse liegt. Die prasynaptische Membran gilt dabei als induzierendes
Element. Postsynaptische Proteine, wie das Shank2-Protein, gelten in diesem Modell nicht
als Initiatoren der Synapsenbildung und ihr Verlust hatte folglich keine Auswirkungen auf
die Dichte von Synapsen.

Andere Forschungsgruppen halten den postsynaptischen Dendriten als das fiihrende

Element der Synaptogenese. Allerdings werden in dieser Theorie nicht die Proteine der PSD
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als Trigger der Synaptogenese angesehen, sondern die in den Vesikeln enthaltenen
Botenstoffe, die die Signale zur Akkumulation von Proteinen der PSD aussenden. Die
Akkumulation und Verdichtung von Proteinen zu einer PSD ist demnach die Folge, nicht der
Trigger einer Synapsenbildung. Aus dieser Sicht ist Shank2 fiir die Synapseninduktion und -
dichte nicht von Bedeutung.

Neben dem Einfluss von Extrazelluldarer Matrix wird auch in anderen Publikation die
Synapsen-induzierende Kraft von aus Vesikeln freigesetzten Transmittern diskutiert.
Verschiedene Forschungsgruppen beobachteten in ihren Studien, dass fiir die Entstehung
einer Synapse weder ein Aktionspotential noch spontane Neurotransmitterfreisetzungen
notwendig sind (Zhang und Benson, 2000). Diese Beobachtung deutet daraufhin, dass
primar weder ein physikalischer Kontakt von Pra- und Postsynapse, noch eine
funktionierende Signalkaskade innerhalb der Postsynapse Voraussetzung fir die
Entstehung einer Synapse sind. Diese Erkenntnis fihrt zu der Annahme, dass selbst wenn
der Verlust des Shank2 Proteins zu einer gestorten Signalkaskade innerhalb der PSD fiihren

sollte, keine Verdanderung der Synapsendichte zu erwarten ware.

Ziel der Recherche zu den Theorien der Synaptogenese war es, Hinweise zu erhalten,
inwieweit die Proteine der PSD Einfluss auf die Bildung von Zellkontakten haben. In keinem
der oben genannten Modelle werden die Proteine der PSD als Ausloser fiir die primare
Anlage von Synapsen angesehen. Aus dieser Sicht hat Shank2, als Protein der PSD, keinen
Einfluss auf die Synapsendichte. Trifft diese Uberlegung zu, so liefert sie vielleicht eine
Erkldrung dafiir, warum in dieser Arbeit die Dichte der Synapsen in den Shank27--M&usen
im Vergleich zu den Wildtypen nicht signifikant verandert war. Die Modelle zur
Synaptogenese geben jedoch keinen Aufschluss dariiber, inwieweit die Proteine der PSD
fur die Aufrechterhaltung, Reifung und vor allem Funktionstlichtigkeit der Synapsen
notwendig sind.

Es ist moglich, dass der Beitrag, den Shank2 zur Aufrechterhaltung und Reifung von
Synapsen liefert, nach dessen Wegfall von Shankl tGbernommen wird. Dies kdnnte ein
Grund dafir sein, warum selbst nach dem Shank2 Verlust in dieser Arbeit keine

Veranderungen in der Synapsendichte festgestellt wurden.
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4.2.1.2.2 PSD-Lange

Wie schon die Dichte, war auch die Linge der PSDs zwischen WT und Shank2”/-Mausen
nicht signifikant verandert. Aus der Darstellung der kumulativen Haufigkeiten geht hervor,
dass sogar das Vorkommen von langen und kurzen PSDs in den beiden
Untersuchungsgruppen gleich verteilt war. Es stellt sich nun die Frage, woran es liegen
kénnte, dass der Verlust von Shank2 keine Auswirkungen auf die PSD-Lange der Shank2”/--
Mause hatte.

Grundsatzlich existieren zwei Faktoren, die dem Aufgabenfeld der Shankproteine
zugeschrieben werden und die bei einem Verlust von Shankproteine zu einer Veranderung
der PSD-Morphologie fihren koénnten. Zu diesen Faktoren zahlen zum einen der
Reifungsprozess von Synapsen und zum anderen organisatorische Umstrukturierungen
innerhalb der PSD.

Verschiedene Publikationen schreiben den Shankproteinen eine Bedeutung fiir die Reifung
von Synapsen zu (Roussignol et al., 2005; Grabrucker et al., 2011 ; Harris et al., 2016). Der
Vorgang der Reifung und Entwicklung geht in der Regel mit morphologischen
Veranderungen an Synapsen einher. Erfiillen die Shankproteine tatsachlich Aufgaben in
diesen Reifungsprozessen, so missten die Mutanten aufgrund des Verlustes von Shank2
eine hohere Dichte morphologisch abgrenzbarer, unreifer, Synapsen aufweisen.

Als verlassliche Anhaltspunkte, um die Reife einer Synapse zu bestimmen, gelten die Anzahl
an synaptischen Vesikel an Pra-und Postsynapse sowie die Anzahl an Mitochondrien
innerhalb der Prasynapse. Fir die Lange und die Dicke der PSD sowie flr die Breite des
synaptischen Spaltes konnten jedoch keine messbaren Unterschiede wahrend des
Reifungsprozesses einer Synapse festgestellt werden. Fir die Lange der PSD existieren
guantitative morphologische Untersuchungen wahrend der Reifung asymmetrischer
Synapsen innerhalb einer Zellpopulation. Auch hier wurden keine Veranderungen des
Parameters PSD-Lange festgestellt (Vaughn, 1989). Unreife und reife Synapsen weisen also
keine merklichen Unterschiede in diesem Parameter auf. Daher ist davon auszugehen, dass
in dieser Arbeit anhand der Ldnge der PSD keine Aussagen Uber die Reife der Synapsen
getroffen werden kénnen. Trotz der unverdanderten PSD-Ldngen zwischen WT und Shank2"
/~-Mausen, kann es sich bei den Synapsen der Mutanten um unreife Synapsen handeln. Fazit
der Uberlegungen zur Synapsenreifung ist, dass sich die Linge der PSD wihrend der Reifung

von Synapsen nicht verandert und deshalb anhand der in dieser Arbeit gemessenen
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Parameter keine Aussagen (iber den moglichen Einfluss von Shank2 auf die Reifung von
Synapsen getroffen werden kénnen.

Die andere Uberlegung war, dass, aus dem Shank2 Verlust resultierende, organisatorische
Umstrukturierungen innerhalb der PSD zu einer Anderung der PSD-Linge fiihren kénnten.
Dies ist so in den Shank2/-M3usen nicht eingetroffen. Der Grund dafiir kénnte in der
vertikalen, nicht horizontalen Anordnung und Organisation der PSD liegen.
Wahrscheinlicher ware es, dass ein Verlust der, in der dritten Schicht der PSD angeordneten
Shank2-Proteine zu einer Reduktion der PSD-Dicke, nicht aber der PSD-Lange flihrt.
Zusammenfassend legen die Ergebnisse der hier gewonnenen Daten nahe, dass Shank?2 fir

die Lange der PSD eine zu vernachlassigende Rolle spielt.

4.2.1.2.3 PSD-Dicke

Aufgrund der vertikalen Anordnung und Organisation der drei PSD-Schichten, von denen
die dritte Uberwiegend aus Shank2-Proteinen besteht, ist bei einem Mangel an Shank2 am
ehesten mit Auswirkungen auf den Parameter PSD-Dicke zu rechnen. Dennoch ergaben
sich bei der Analyse von Shank27- Mausen und WT keine signifikanten Unterschiede.
Warum sich die Dicke der PSD trotz Shank2 Verlustes stabil prasentiert, kann mehrere
Griinde haben.

Da sich auch in den anderen PSD-Parametern keine Unterschiede feststellen lieBen, ist es
zunachst einmal sehr wahrscheinlich, dass Shank2 auch keinen Einfluss auf die Dicke der
PSD hat.

Anderenfalls kdnnte eine kompensatorische Hochregulierung der Shankl-Proteinmenge
den Verlust der Shank2-Proteine ausgeglichen haben.

Denkbar wére auch, dass das Shank2-Defizit zwar zu Veranderung der Dichte, nicht aber zu
Veranderungen der Dicke der dritten PSD-Schicht flihrt. Dies setzt voraus, dass die
verbleibenden Shankl1-Proteine, trotz des Verlustes der Shank2-Bindungspartner, die
unterste PSD-Schicht als ein stabiles Gerist aufrechterhalten. Das morphologische Korrelat
dazu ware eine PSD-Schicht geringerer Elektronendichte.

Auch eine andersgeartete Um- oder Neustrukturierung der PSD kénnte eine Erklarung
dafir liefern, warum sich ihre Dicke nach einem Shank2-Knockout nicht signifikant

verandert. Wie auch im Fall einer Shank1-Kompensation, ware es hierfiir wegweisend, wie
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die Zusammensetzung der PSD-Proteine zwischen Shank2”/-Mé&usen und Wildtypen
variiert. Auch eine funktionelle und morphologische Anpassung des Zytoskelettes an den
Shank2-Verlust konnte zu einer Kompensation beitragen.

Treten in einem Experiment mogliche Unterschiede nicht ein, so ist auch die verwendete
Methodik kritisch zu Uberdenken. Fiir diese Arbeit stellt sich dabei die Frage, ob das
Auflésungsvermogen der Elektronenmikroskopie ausreicht, um eventuell vorhandene,
minimale, aber bestehende Unterschiede zwischen Shank27-Mausen und WT darzustellen.
Die gemessenen Distanzen der analysierten Parameter betragen zwischen 15-400nm. Die
Auflosung des hier verwendeten TEM liegt bei 0,5nm. Shankproteine reprdsentieren 5%
der PSD-Proteine (Sugiyama et al., 2005). Bei einer durchschnittlichen PSD-Dicke der WT
von 25,66 nm bedeutete der Verlust eines 1/20 der Proteine eine Reduktion um 1,88 nm.
Unterschiede dieser GroRRenordnung lieSen sich mit dem TEM darstellen. Allerdings ist
nicht klar, ob diese Uberlegung so auf den Verlust der Shank2-Proteine an den PF-PC
Synapsen angewendet werden kann. Es ist daher nicht auszuschliefen, dass aufgrund

mangelnder Auflosung bestehende Unterschiede nicht erfasst werden.

4.2.1.2.4 Breite des Synaptischen Spaltes

Um die Analysen in der Molekularschicht abzuschlieRen gilt es als letzten Parameter, die
Ergebnisse zur Breite des synaptischen Spalts zu bewerten.

Die durchschnittliche Breite eines synaptischen Spaltes an chemischen Synapsen betragt
20-40 nm (Kandel et al., 2013). Um fiir die PSD Analysen ein einheitliches Kollektiv zu
erhalten, wurden ausschlieRlich Synapsen mit einem Spalt gréBer 15 nm in die Analysen
miteinbezogen. Die Auswertung der Daten ergab in der Gruppe der Shank2/--M3use einen
signifikant schméleren synaptischen Spalt.

Kénnen diese schmalen synaptischen Spalte als Folge des Shank2-Knockouts gedeutet
werden?

Shank2 steht zwar nicht in direktem Kontakt mit Proteinen des synaptischen Spaltes, die
extreme Vernetzung aller PSD-Bestandteile untereinander und bis zu den Kandlen des
synaptischen Spaltes erklart jedoch, warum die Proteine der PSD nicht nur als einzelne

Strukturen sondern immer auch im Kontext ihrer Verbindungen zu beurteilen sind.
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Shankproteine binden indirekt an Neuroligine. Neuroligine sind eine Gruppe von Proteinen,
die der Postsynapse entstammen. Zusammen mit der, der Prasynapse entspringenden
Proteinfamilie der Neurexine Uberspannen sie den synaptischen Spalt und sind dabei
miteinander verankert (Grabrucker et al., 2011; Stidhof et al., 2006).

Moglicherweise ist die geringere Breite des Synaptischen Spaltes der Shank2”/--M3use ein
Hinweis dafiir, dass die Auswirkungen eines Shank2-Verlustes nicht nur in Modulationen
der PSD selbst zu suchen sind, sondern auch in Veranderungen des unmittelbaren
Umfeldes resultieren kénnen. Da diese Uberlegung in der Literatur bisher kaum
thematisiert wurde, miusste ihr zunachst durch weitere Untersuchungen, die auch

detaillierte Analyse des synaptischen Spaltes beinhalten missten, nachgegangen werden.

4.2.2 PSD-Analyse in der Kérnerzellschicht

Beim Vergleich der Synapsen in der Kérnerzellschicht zwischen Shank37--M&usen und WT
wurde wie bei der PSD-Analyse in der Molekularschicht verfahren. Auch hier wurden die
Parameter PSD-Dichte, -Ldnge und -Dicke, sowie die Breite des synaptischen Spaltes
bestimmt.

Anhand der hier erhobenen Daten ergaben sich in keinem der gemessenen Parameter
signifikante Unterschiede zwischen den Shank37--Mutanten und der Kontrollgruppe. Ein
Vergleich dieser Daten mit den Publikationen, die sich ebenfalls mit der PSD-Analyse in
Shank-Mausmodellen befassten, erfolgte bereits bei der Diskussion der PSD-Analyse in der
Molekularschicht.

Da sich die Diskussionspunkte und Uberlegungen zu den einzelnen Parametern zum
GroRteil mit den Untersuchungen der Shank2”/--Mause in der Molekularschicht decken,
sollen hier nur noch speziell die Kérnerzellschicht betreffende Uberlegungen aufgefiihrt

werden.
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4.2.2.1 PSD-Parameter

Der offensichtliche Unterschied zu den Untersuchungen der Molekularschicht besteht in
der Analyse einer neuen Cortexregion und im Knockout eines anderen Shankproteins. Von
den SHANK Genen ist SHANK3 am engsten mit dem Auftreten von Autismus verknipft.
Die Expression von Shank3 in der Kornerzellschicht fallt deutlich geringer aus als die
Expression von Shank2 in der Molekularschicht (Peca et al., 2011). Wang et al., 2014 fanden
heraus, dass im Cerebellum vor allem die Isoformen Shank3c und Shank3d exprimiert
werden und deren Level im erwachsenen Kleinhirn konstant gehalten werden.

Der Verlust der normalerweise weitaus hoheren Shank2 Konzentration an den Synapsen
der Molekularschicht hinterlieR keine messbaren morphologischen Auswirkungen. Daher
Uberrascht es nicht, dass auch der Verlust der vergleichsweise geringeren Shank3
Konzentration an den Kornerzellsynapsen keine Verdnderungen der PSD-Parameter
bewirkt.

Geht man davon aus, dass kompensatorische Vorgange zu der unauffalligen Morphologie
der Synapsen fiihren, kénnte wie in der Molekularschicht auch hier das an der Synapse
verbliebene Shankl- und die Shank3-Isoformen die entstandenen Defizite ausgeglichen
haben.

Des Weiteren unterscheiden sich die Synapsen der Kornerzellschicht von denen der
Molekularschicht in der Lokalisation und in dem neuronalem Input, den sie empfangen. Als
erste Zellpopulation Im Cerebellum erhalten die Kérnerzellen Informationen aus dem
Hirnstamm und Riickenmark. Auch das Milieu, das die MF-GC Synapse in Forme eines
Glomerulus umgibt ist einzigartig innerhalb des Kleinhirns. Inwieweit zelluldre Umgebung
und neuronaler Input die Morphologie einer Shank-defizitaren Synapse mitbeeinflussen
kénnen, kann anhand der vorliegenden Daten nicht beurteilt werden.

Insgesamt existieren kaum morphologische Untersuchungen zu den Synapsen der

Koérnerzellen. Dies mag daran liegen, dass diese Synapsen schwerer darzustellen sind.
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4.2.3 Zusammenfassung der Erkenntnisse aus den PSD-Analysen

Die PSD-Analyse in Shank2”/- und Shank37--M3usen ergab, bis auf den signifikant
schmileren synaptischen Spalt in den Shank27--M&usen keine signifikanten Abweichungen
in den bestimmten Parametern. Zum einen kdénnen durch das Shankdefizit induzierte
Kompensationsmechanismen der verbleibenden PSD-Proteine zu dem unauffalligen
Befund gefiihrt haben. Zum anderen liegt es aufgrund der liberwiegend nicht signifikanten
Ergebnisse nahe, dass die Shankproteine keinen Einfluss auf die hier bestimmten
morphologischen Parameter nehmen. Die schmalen synaptischen Spalte der Shank2”--
Mause konnen als Folge von Praparatschnittfiihrungen, oder als Auswirkungen der
fehlenden indirekten Verknlipfung von Shankproteinen und Neuroliginen interpretiert

werden.
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5 Zusammenfassung

Der Zusammenhang zwischen einer Mutation in den SHANK Genen und dem Auftreten von
Autismus ist in zahlreichen Studien gezeigt worden. In Shank-Mausmodellen und in
Zellkulturen wurden Versuche unternommen, um die Pathogenese dieser neuronalen
Entwicklungsstorung besser zu verstehen.

In den Analysen fielen die Mutanten regelmafig durch autistische Verhaltensweisen und
gestdorte synaptische Ubertragung sowie ein fehlerhaftes Signalling an den
Membranrezeptoren auf. Synapsen und Spines stellen morphologische Korrelate
synaptischer Ubertragung dar. Mutationsbedingte Verdnderungen dieser Strukturen
waren daher in Shank”-Mausen vorstellbar. Auch aufgrund der Vernetzung, der
Lokalisation und dem hohen Aufkommen von Shankproteinen an Synapsen lag die
Vermutung nahe, dass ein Verlust von Shankproteinen zu morphologische Veranderungen
von Spines und Synapsen fiihrt. Der Gedanke hinter den morphologischen Analysen war,
dass auf der Grundlage moglicher Veranderungen neue Erkenntnisse fir die Bedeutung
und das Aufgabenfeld der Shankproteine gewonnen werden kdénnten.

Diese Idee verfolgte auch die hier vorliegende Arbeit. Im Cortex des Kleinhirns wurden
Spines und Postsynaptische Dichten von Shank2”- und Shank37-M3usen anhand
verschiedener Parameter analysiert und jeweils mit einer Kontrollgruppe verglichen. Die
Analysen lieferten, bis auf signifikant verschmalerte synaptische Spalte in der Gruppe der
Shank27--Mause, keine signifikanten Unterschiede. Bei der Analyse der Shank37/-Mause
ergaben sich in keinem Parameter signifikante Abweichungen.

Die geringen Unterschiede zwischen den Mutanten und den Wildtypen deuten darauf hin,
dass die Shankproteine Shank2 und Shank3 weder auf die Dichte, noch auf die Morphologie
von cerebelldren Synapsen und Spines einen messbaren Einfluss haben. Die funktionellen
Defizite scheinen nicht in sichtbaren morphologischen Verdanderungen zu resultieren. Auch
die starke Vernetzung der Shankproteine innerhalb der Postsynaptischen Dichte fiihrt nach
einem Shank-Verlust nicht zu Abweichungen in der Morphologie cerebelldrer
Postsynaptischer Dichten. Aus den Daten dieser Arbeit geht hervor, dass die Shankproteine
keine wesentliche Rolle fiir die Morphologie von Synapsen spielen. Die in den Mauslinien
erhobenen funktionellen Defizite schreiben den Shankproteinen jedoch eine funktionelle

Bedeutung fiir die Signallbertragung zu.
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Trotz der wenigen und geringen, erfassten Unterschiede zwischen Shank-Mutanten und
Wildtypen lasst sich nicht ausschlieflen, dass Shankproteine die Morphologie von Synapsen
und Spines beeinflussen. Der Grund, weshalb ein Shank-Knockout keine zu fassbaren
Auswirkungen zeigt, konnte an, zum Untersuchungszeitpunkt bereits abgelaufenen
Kompensationsprozessen und Umstrukturierungen sowie dynamischen Prozessen des
synaptischen Umfeldes liegen, die mit einem statischen Imgaging nicht erfasst werden
kénnen. Morphologische Analysen mithilfe von Life Imaging Verfahren ermdglichen es,
auch die dynamische Komponente der untersuchten neuronalen Strukturen in die
Beurteilung miteinzubeziehen.

Flr detaillierte und fundierte Aussagen (iber den Zusammenhang von Shankproteinen und
der cerebelldren synaptischer Morphologie fehlt es an vergleichbaren Studien, die sich in
ahnlicher Methodik und Vorgehensweise, mit den Auswirkungen von Shank-Knockouts im
Kleinhirn beschaftigen.

In weiterfliihrenden Untersuchungen ware es interessant, anhand der Anzahl synaptischer
Vesikel dem Einfluss von Shankproteinen auf die Reifung von Synapsen nachzugehen.
Bereits an Tag 21 postnatal, dem Tag groRter Shankexpression wahrend der neuronalen
Entwicklung, mit den morphologischen Analysen in Gehirnschnitten zu beginnen und diese
in regelmaRigen Altersabstianden weiterzufiihren, konnte Hinweise iber moglicherweise
ablaufende Kompensationsprozesse an den Synapsen der Shank”’-Mause liefern.

Die Frage nach dem Einfluss und der Bedeutung der Shankproteine fir die Morphologie
von Synapsen und Spines konnte auch durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht
abschliefend geklart werden. Die erhobenen Daten legen einen insgesamt geringen
Einfluss der Shankproteine auf die verschiedenen morphologischen Parameter im
Cerebellum nahe. Dies bedeutet aber nicht, dass sich dieses Ergebnis so auch bei der
Analyse einer anderen Hirnregion oder in Gehirnschnitten jingerer Mause oder anderer
Shank”--Mausmodelle reproduzieren lieRe.

So heterogen, wie sich die Symptomkonstellationen autistischer Erkrankungen
prasentieren, so verschieden scheinen die ihnen zugrundeliegenden, pathologischen
Mechanismen zu sein. In dieser Heterogenitdt und der fehlenden direkten Vergleichbarkeit
der autistischen Auspragungen liegt die grolRe Herausforderung der Erforschung ihrer

zugrundeliegenden Pathologie.
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