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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Der Aufbau und die Funktionalitit eines Neurons

Das Neuron, welches auch als Nervenzelle bezeichnet wird, ist einer der wichtigsten
Zelltypen des Nervensystems und formt zusammen mit anderen Neuronen ein komplexes
Netzwerk im Gehirn (Lin & Man 2013). Es besteht aus dem Zellkorper, den Dendriten und
dem Axon. Dendriten und Axone sind Zellfortsiatze des Neurons, welche auch als Neuriten
bezeichnet werden. Der Zellkorper des Neurons misst ungefahr 20 um im Durchmesser und
enthdlt den Hauptteil einer wissrigen Fliissigkeit mit zahlreichen Ionen, kleineren Molekiilen
und Proteinen, die als Cytosol bezeichnet wird und von der duBeren Umgebung durch die
neuronale Plasmamembran abgegrenzt ist. Innerhalb des Cytosols findet man die Membran-
umschlossenen Organellen, die auch in allen anderen Korperzellen vorkommen. Zu diesen
Organellen gehoren Zellkern, raues endoplasmatisches Retikulum, glattes endoplasmatisches

Retikulum sowie Golgi-Apparat und Mitochondrien.

Neuronale
Membran

Abbildung 1 Aufbau einer Nervenzelle
(modifizierte Abbildung nach Bear, Connors, and Paradiso 2016).
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Fiir die komplexe Morphologie eines Neurons ist das Zytoskelett essentiell; es besteht aus
Mikrotubuli, Neurofilamenten und Mikrofilamenten. Mikrotubuli sind mit einem
Durchmesser von 20 nm vergleichsweise grofl und verlaufen longitudinal entlang der
Neuriten. Die so genannten Mikrotubuli-assoziierten Proteine (MAPs, engl. microtubuli-
associated proteins) regulieren den Aufbau der Mikrotubuli. MAPs verankern die Mikrotubuli
miteinander und mit anderen Teilen des Neurons. Die Mikrofilamente hingegen haben einen
Durchmesser von 5 nm, sind vor allem in den Neuriten stark ausgeprédgt und bestehen aus
Aktin und aktinbindenden Proteinen wie beispielsweise Fodrin (auch Spektrin genannt),
Myosin und o-Actinin. Aktin ist das Hauptprotein der Mikrofilamente, und daher werden
Mikrofilamente auch hidufig Aktinfilamente genannt. Die polaren Aktinfilamente entstehen
indem einzelne G-Aktinmonomere zu helikalen zweistringigen F-Aktin-Filamenten
polymerisieren. Jedes Aktinpolymer hat hierbei ein Plus- und Minus-Ende und kann sowohl
am Plus- als auch am Minus-Ende wachsen, allerdings verlduft das Wachstum am Plus-Ende
sechs- bis zehnmal schneller. Mikrofilamente verlaufen longitudinal in den Neuriten und
werden bei der Bildung von Mikrofilamentbiindeln von Aktin-bindenden Proteinen wie
Fodrin, welche Querverbindungen zwischen den parallel verlaufenden Aktinfilamenten
schaffen, unterstiitzt. Mikrofilamente konnen allerdings auch durch Aktin-bindenende
Proteine wie Filamin, die Querverbindungen zwischen Aktinfilamenten unterschiedlicher
Orientierung schaffen, netzartige Strukturen zur Stabilisierung der Plasmamembran ausbilden.
Die Aktinfilamente sind iiber spezifische Verankerungsproteine wie Dystrophin mit der
Plasmamembran verbunden und dienen somit als mechanische Stiitze der Plasmamembran.
Eine weitere Komponente des Cytoskeletts sind die Neurofilamente, die man in den anderen
Korperzellen als Intemediirfilamente bezeichnet. Sie haben einen Durchmesser von 10 nm
und sind somit in ihrer GroBfe intermedidr zwischen Mikrotubuli und Mikrofilamenten
einzuordnen. Ein Neurofilament besteht aus mehreren Untereinheiten. Jede Untereinheit

besteht aus drei Proteinstringen, die umeinander gewunden sind.

Nachdem nun der Zellkorper und das Zytoskelett beschrieben wurden, soll nun das Axon und
seine Bedeutung fiir die Signalweiterleitung erldautert werden. Bei dem Axon handelt es sich
um einen von Gliazellen umhiillten Zellfortsatz des Neurons. Das Axon leitet einen
elektrischen Nervenimpuls vom Zellkérper weg und iibertridgt das Signal mittels chemischer
Botenstoffe auf eine weitere Zelle. Das Axon kann beim Menschen zwischen weniger als
einem Millimeter oder einem Meter lang sein. Der Durchmesser ist ebenfalls sehr variabel
und liegt zwischen 1-25 nm. Das Axon kann in drei Teile gegliedert werden: Axon-Anfang, -

Mitte und -Ende. Das Axon beginnt mit dem Axonhiigel, welcher unmittelbar aus dem
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Zellkorper hervorgeht. Das anschliefende kurze Segment wird als Initialsegment bezeichnet
und ist nicht umhiillt. An diesem Segment kann ein Aktionspotential initiiert werden und als
elektrische Erregung weitergeleitet werden. Das nichste Segment kann unterschiedlich lang
sein und ist abschnittsweise von Gliazellen, die eine Myelinhiille bilden, umgeben, so dass die
Signalweiterleitung schnell und effizient saltatorisch an den sogenannten Ranvier’schen
Schniirringen erfolgt. Das Axon endet mit mehreren Endknopfchen. Das Endknopfchen ist die
Kontaktstelle fiir die Weiterleitung von Informationen an andere Neuronen oder andere
Zellen. Diese neuronale Verkniipfung nennt man Synapse. Am Endknopfchen befindet sich
eine Vielzahl von synaptischen Vesikeln, die einen Durchmesser von ungefihr 50 nm
aufweisen und die Neurotransmitter beinhalten. An der Innenseite der Membran befindet sich
eine Vielzahl von Proteinen und es gibt viele Mitochondrien. Die Synapsen dienen der
Signaliibertragung. Hierbei wird ein elektrisches Aktionspotential in ein chemisches Signal
umgewandelt. Die Neurotransmitter werden als chemische Botenstoffe durch Exozytose
freigesetzt und mittels Membranrezeptoren von einer anderen Zelle erkannt. Die Signale
werden durch die Membranrezeptoren des Zellkorpers, des Axons oder der Dendriten erkannt.
Hierbei sind die Dendriten stark verzeigte cytoplasmatische Fortsitze, die dem Zellkorper der
Nervenzelle entspringen. Viele Dendriten besitzen dornartige Fortsédtze (dendritische Dornen),

die Postsynapsen bilden konnen (Bear, Connors & Paradiso 2016; Purves et al. 2004).

1.2 Die postsynaptische Dichte

Die postsynaptische Dichte (PSD) ist ein submembrandses Kompartiment, welches ein
Netzwerk aus einem weiten Spektrum von ungefihr 1100 Proteinen beinhaltet und sowohl zu
der Morphologie als auch zur Funktion der exzitatorischen glutamatergen Synapsen beitrigt
(Coba et al. 2009; Reim et al. 2016). Bei den hier befindlichen Proteinen handelt es sich um
Membranrezeptoren,  Zelladhidsionsmolekiile, Komponenten  von  Signalkaskaden,
cytoskelettale Elemente und Adaptorproteine mit struktureller Funktion, die die einzelnen
Komponenten der PSD zusammenhalten (Boeckers et al. 2002; Kennedy 2000; O’Brien, Lau
& Huganir 1998; Ziff 1997). Viele PSD-Proteine fungieren als Geriistproteine, die
Glutamatrezeptoren und andere postsynaptische Membranproteine mit cytoskelettalen
Elementen und Signalwegen verbinden (Garner, Nash & Huganir 2000; Kennedy 2000;
Romorini et al. 2004; Scannevin & Huganir 2000).
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1.3 Die Shank-Proteinfamilie

Eine wichtige Familie von Geriistproteinen der postsynaptischen Dichte ist die Shank-
Proteinfamillie. Die Shank-Proteinfamilie wurde 1998/1999 identifiziert und besteht aus den
drei Mitgliedern Shank1, Shank2 und Shank3 (auch bekannt als CortBP1, ProSAP, Spank,
SSTRIP oder Synamon) (Du et al. 1998; Naisbitt et al. 1999; Tu et al. 1999; Zitzer, Richter &
Kreienkamp 1999). Die Mitglieder der Shank-Familie wurden in unterschiedlichen Bereichen
des Zentralnervensystems (Boeckers et al. 2002; Brandstitter, Dick & Boeckers 2004), aber
auch in nicht-neuronalen Geweben wie Thymus, endokrinen Zellen und testikuldren
Keimzellen nachgewiesen (Redecker et al. 2003; Redecker, Bockmann & Bockers 2006;
Redecker, Gundelfinger & Boeckers 2001). Die groen Strukturproteine Shank1, Shank2 und
Shank3 stellen die strukturelle und funktionale Stabilitdt der postsynaptischen Dichte sicher,
indem sie eine Vielzahl von Proteinen mittels Protein-Protein-Interaktionsmotiven
miteinander verbinden (zusammengefasst bei Sheng and Kim, 2000; Boeckers et al, 2002;
Grabrucker et al., 2011; Sala et al., 2015). Die Shank-Proteine sind in der postsynaptischen
Dichte in der Lage mit weiteren Strukturproteinen, ligandengesteuerten Ionenkanilen,
Zelladhdsionsmolekiilen wie Neuroliginen, und Proteinen, die an der dynamischen Regulation
von F-Aktin beteiligt sind, zu interagieren (Kreienkamp 2008). Die Protein-Protein-
Interaktionsmotive sind die SPN-Domine (SHANK/ProSAP N-terminale Domine), die
Ankyrin-Wiederholungen (engl. Ankyrin repeats, ARR), eine Src-Homologie 3 (SH3)
Domine, eine PSD95/DIgl1/Z0-1 (PDZ) Domine, eine Prolin-reiche Region und ein C-
terminales sterile alpha Motiv (SAM). Hierbei ist anzumerken, dass die SPN-Domine im
Gehirn nur bei Shankl und Shank3, aber nicht bei Shank2, vorkommt (Durand et al. 2012;
Mameza et al. 2013; Reim et al. 2016). Bei der SPN-Doméne handelt es sich um eine hoch-
konservierte N-terminale Region mit ungefihr 90 Aminosduren, die direkt N-terminal zur
ARR-Domine liegt (Alié & Manuel 2010; Durand et al. 2007; Gauthier et al. 2009). Die
SPN-Domine wurde erst vor wenigen Jahren als weitere Doméne der Shank-Familie
identifiziert und funktionell untersucht (Mameza et al. 2013). Die ARR-Domine ist hingegen
gut bekannt fiir die Interaktion zu dem cytoskeletalen Protein a-Fodrin (Bockers et al. 2001)
und dem Protein Sharpin (Lim et al. 2001), welches bei NFxB und Integrin-abhéngigen
Signalwegen involviert ist (Gerlach et al. 2011; Ikeda et al. 2012; Rantala et al. 2012;
Seymour et al. 2007; Tokunaga et al. 2011). Des Weiteren bindet die Rezeptortyrosin-Kinase
Ret und GKAP (engl. guanylate kinase-associated protein, auch bekannt als SAPAP, engl.
synapse associated protein 90/postsynaptic density-associated protein) an die PDZ-Doméne

von Shank3 (Schuetz et al. 2004; Zeng et al. 2016). Dariiber hinaus binden die Shank-Proteine
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metabotrope Glutamat-Rezeptoren (mGluRs) indirekt iiber Homer. Die Bindung an N-methyl-
D-Aspartat-Rezeptoren (NMDAR) wird iiber GKAP und PSD95 vermittelt (Boeckers et al.
1999; Naisbitt et al. 1999; Sheng & Kim 2000; Tu et al. 1999; Zhou et al. 2015). Des
Weiteren interagieren die Shank-Proteine auch mit einigen Aktin-regulierenden Molekiilen
iiber die Prolin-reiche Region, so z.B. mit Cortactin (Du et al. 1998; Hering & Sheng 2003;
Macgillavry et al. 2016; Naisbitt et al. 1999), IRSp53 (Bockmann et al. 2002; Soltau 2002),
AbP1 (Qualmann 2004) oder an der PDZ-Domine B-PIX (Park et al. 2003). Die Shank-
Proteine konnen auch Zink-abhingig iiber die SAM-Doméinen als Homomer oder Heteromer
miteinander binden und auf diese Art und Weise multimerisieren (beschrieben in Sheng &
Kim 2000). Die Shank-Proteine bieten somit ein multivalentes Geriist, auf dem sich die
postsynaptische Dichte aufbaut (Yoo et al. 2014). Interessant ist auch die Vielzahl der Shank-
Isoformen, die aufgrund des alternativen Spleilens und der Aktivitdt unterschiedlicher
Promotoren entstehen. Das SHANKI-Gen hat zwei Promotoren, das SHANK2-Gen drei
Promotoren und das SHANK3-Gen hat insgesamt sechs Promotoren (Jiang & Ehlers 2013). In
Abbildung 2 sind alle Shank3-Isoformen bildlich dargestellt und die Bindungsstellen von

bekannten Interaktionspartnern wurden kenntlich gemacht.

w-fodrin
Sharpin GEAP Multimerisierung
Homer Cortactin ,l,
SPN ANK SH3 PDE Pro "lf \l' SAM
Shanksa 111 T D s @
Shank3a (E10-125V)
Shank3b -]m oV ) |
Shanl3b (E10-125 V) m
Shank3a/b(E10-128 TTI/TV) -lml:]
Shank3c
Shank3d
Shank3e

Shank3e-1 (E185 ITIAV)

Shank3f

D!ii

Abbildung 2 Shank3-Isoformen und Bindungsstellen bekannter Interaktionspartner.

Aufgrund der sechs Promotoren und des alternativen Spleilens entstehen die gezeigten Shank3-Isoformen. Hierbei wurden
auch die Spleiflvarianten in den Exons 10-12 (E10-12S) und im Exon 18 (E18S) beriicksichtigt und mit romischen Ziffern
nummeriert. Die Bindungsstellen von mehreren bekannten PSD-Proteinen wurden mit einem Pfeil eingezeichnet (modifiziert
nach Wang et al. 2014).

Neue Studien zeigen dariiber hinaus auch, dass die mRNA von allen drei Shank-
Familienmitgliedern auch in dem Axon vorkommt und die Shank-Proteine dort eine wichtige
Rolle beim axonalen Wachstum und der priasynaptischen Entwicklung und Funktion haben

konnten (Halbedl et al. 2016).
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1.4 Synaptopathien

Eine funktionierende synaptische Homoostase ist eine Grundvoraussetzung fiir ein gesundes
Gehirn. Dementsprechend gibt es Erkrankungen des Nervensystems, die auf eine
Fehlfunktion der Synapsen zuriickzufiihren sind. Hierbei sind die synaptische Morphologie
und Funktion gestort. Bei diesen Erkrankungen spricht man von Synaptopathien. Zu diesen
Erkrankungen gehoren die Alzheimer’sche Erkrankung, Schizophrenie und Autismus-
Spektrum-Storungen. Interessanterweise konnten in mehreren Studien festgestellt werden,
dass die postsynaptischen Shank (SH3 and ankyrin containing)-Proteine eine Rolle bei allen
bereits genannten Erkrankungen spielen (Grabrucker et al. 2011a). Bei der Alzheimer‘schen
Erkrankung konnte festgestellt werden, dass es zu einem Verlust des Shank3-Proteins an den
Synapsen kommt (Gong et al. 2009), wihrend bei Patienten mit intellektuellen
Einschrinkungen, Schizophrenie oder Autismus-Spektrum-Stérungen Mutationen des

SHANK3-Gens identifiziert wurden (Cochoy et al. 2015).

1.4.1 Alzheimer‘sche Erkrankung

Die Alzheimer’sche Erkrankung ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der es zu einer
zunehmenden Verschlechterung der kognitiven Leistungsfihigkeit kommt; dies fiihrt in der
Regel zur Demenz. Die Neurodegeneration fithrt zu einem Verlust von Neuronen und
Synapsen (DeKosky, Aston & Kamboh 1996). Mehrere Studien legen nahe, dass dieser
Verlust durch die erhohten Mengen an Amyloid-B-Protein, einem Abbauprodukt des
Amyloid-Vorldufer-Proteins (engl. Amyloid precursor protein, APP) zustande kommt (Selkoe
1989, 1993; Sisodia & Price 1995). Allerdings waren die Mechanismen, durch die die
Amyloid-p-Akkumulation zum Verlust der Synapsen fiihrt, lange Zeit vollkommen ungeklirt.
Interessanterweise wurde bei Modellen fiir Alzheimer und bei Alzheimer-Patienten auch eine
Dysregulation der Shank-Proteine festgestellt. Mehrere Studien zeigen, dass der Abbau der
Shank3-Proteine zu der molekularen Pathologie der Alzheimer’schen Erkrankung beitragt
(Baron et al. 2006; Boeckers 2006; Gong et al. 2009). Der Verlust der Synapsen geht einher
mit dem Zusammenbruch der postsynaptischen Dichte. Des Weiteren wurde gezeigt, dass AB-
Oligomere fortschreitend im Gehirn von Alzheimer-Patienten und bei APP-transgenen
Mausen akkumulieren und gleichzeitig die synaptischen Geriistproteine Shankl und Shank3
in reduzierter Menge vorliegen (Gong et al. 2009; Pham et al. 2010). Da die Anordnung der
Shank3-Proteine von Zink-Ionen abhingig ist (Baron et al. 2006; Jan et al. 2002) und das
Amyloid-B-Protein (AP) fihig ist, Zink-Ionen zu binden (Bush et al. 1994), wird vermutet,
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dass die Sequestrierung der Zink-Ionen zu der Fehlfunktionalitit der Shank-Plattform beitragt

(Grabrucker et al. 2011a, 2011b).

1.4.2 Schizophrenie

Die Schizophrenie ist ebenfalls eine Synaptopathie. Es handelt sich um eine komplexe
mentale Storung, bei der eine Storung der Wahrnehmung, des Denkens, des Antriebs und der
Psychomotorik vorliegt. Die Symptome dieser Erkrankung manifestieren sich meist im jungen
Erwachsenenalter. Die Diagnose beruht auf Verhaltensanalysen und Erfahrungsberichten. Als
Ursachen dieser Erkrankung werden Fehler der Synapsenbildung, Storungen der
Signalweiterleitung und eine Storung des Gleichgewichts zwischen erregenden und
hemmenden Synapsen vermutet (van Os & Kapur 2009; Peykov et al. 2015; Picchioni &
Murray 2007; Tandon, Nasrallah & Keshavan 2009). Es wurden zahlreiche genetische
Auffilligkeiten bei Schizophrenie und Austismus-Spektrum-Storungen identifiziert, die in

dem Abschnitt 1.5 Genetische Ursachen fiir Synaptopathien ndher beleuchtet werden.

1.4.3 Autismus-Spektrum-Storungen

Bei den Autismus-Spektrum-Storungen handelt es sich um tiefgreifende neurologische
Entwicklungsstorungen, bei der die Patienten soziale Defizite, Storungen bei der
Sprachentwicklung, Schwierigkeiten bei der Kommunikation und repetitive, begrenzte
Verhaltensmuster aufweisen (Yoo et al. 2014). Man unterscheidet zwischen autistischer
Storung, Asperger Syndrom, einer desintegrativen Storung im Kindesalter und einer nicht
weiter spezifizierten tiefgreifenden Entwicklungsstorung. Begleiterkrankungen, die hiufig bei
Autismus-Spektrum-Storungen  auftreten, sind  Hyperaktivitdt, = Zwangsstorungen,
Angststorungen, Hypotonie, Epilepsie, Schlafstorungen und gastrointestinale Erkrankungen
(Gillberg & Billstedt 2000; Levy, Mandell & Schultz 2009; Yoo et al. 2014). Effektive
Therapien fiir Autismus-Spektrum-Storungen wurden bisher nicht entwickelt. Die Patienten
werden verhaltenstherapeutisch behandelt. Medikamente wie beispielsweise Risperidon oder
Aripriprazol werden nur bei aggressiven Verhaltensauffilligkeiten oder auffélliger
Reizbarkeit verabreicht. Des Weiteren gibt es auch erginzende und alternative medizinische
Ansitze, bei denen beispielsweise die Erndhrung umgestellt, oder eine Bewegungs- oder eine
musikalische Therapie durchgefiihrt wird (Brondino et al. 2015). Es sind 1% der Bevdlkerung
von Autismus-Spektrum-Storungen betroffen. Minner sind vier Mal hdufiger als Frauen

betroffen (Durand et al. 2012).
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1.5 Genetische Ursachen fiir Synaptopathien

Die genetischen Ursachen fiir Synaptopathien sind vielfiltig. Bei der Alzheimer’schen
Erkrankung unterscheidet man zwischen der Alzheimer schen Erkrankung im jiingeren und
dlteren Lebensalter. Die Alzheimer’sche Erkrankung im jiingeren Lebensalter betrifft 1-6%
der Fille und die Symptome treten zwischen dem 30. und 60. Lebensjahr auf. Bei der
Alzheimer’schen Erkrankung im élteren Lebensalter treten die ersten Symptome erst mit
ungefihr 60 Jahren oder spiter auf. Bei ungefahr 60% der Fille von Alzheimer im frithen
Lebensalter gibt es mehrere Fille von Alzheimer schen Erkrankungen in der Familie, und in
13% dieser Fille wurde eine autosomal-dominante Vererbung nachgewiesen, die mindestens
drei Generationen betraf (Brickell et al. 2006; Campion et al. 1999). Hierbei ist anzumerken,
dass beide Formen der Alzheimer’sche Erkrankung in der gleichen Familie auftreten konnen
(Bird 2009). Zwillingsstudien unterstiitzen die Existenz einer genetischen Komponente bei
der Alzheimer'schen Erkrankung im spiten Lebensalter, allerdings konnte bisher kein
ursidchliches Gen eindeutig identifiziert werden. Das einzige Gen, welches konsistent
assoziiert ist mit dem Auftreten der Alzheimer schen Erkrankung im spiten Lebensalter ist
das APOE-Gen, welches fiir das Apolipoprotein E kodiert (Bird 2009; Chai 2007; Daw et al.
2000). Allerdings gibt es auch viele Trager des APOE e4-Risikoallels, die 90 Jahre und ilter
sind und keine Symptome zeigen; dies ldsst vermuten, dass es auch weitere genetische und
umweltbedingte Risikofaktoren fiir die Alzheimer‘sche Erkrankung gibt. Weitere Alzheimer-
assoziierte Gene kodieren fiir das Amyloid-Vorlauferprotein, Presenilinl und Presenilin 2

(Bekris et al. 2014).

Bei Patienten, bei denen Schizophrenie diagnostiziert wurde, wurden bisher einige
Genveridnderungen identifiziert (Greenwood et al. 2012; Sun et al. 2008; Zhao et al. 2013).
Viele dieser Kandidatengene kodieren fiir Proteine, die eine zentrale Rolle bei der
synaptischen Funktion spielen; zu diesen Proteinen gehdren Dysbindin (DTNBPI) (Straub et
al. 2002), Neuregulin (NLGT1) (Stefansson et al. 2002), Shank1 (Lennertz et al. 2012), Shank3
(Gauthier et al. 2010), Proteine der Synaptotagmin-Familie und das neuronale
Transmembranprotein LRRTMI1 (engl. Leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein)
(Inoue et al. 2007; Ludwig et al. 2009; Takashima et al. 2011). Es wurde in mehreren Studien
ein Zusammenhang von Schizophrenie und der chromosomalen Region 22q11-13 festgestellt
(Condra et al. 2007; DeLisi et al. 2002; Karayiorgou et al. 1995; Mowry et al. 2004). In
diesem Bereich liegt auch das SHANK3-Gen, und SHANK3-Mutationen wurden als einer der
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genetischen Faktoren fiir Schizophrenie identifiziert. Die Rolle der einzelnen SHANK3-

Mutationen wird in Abschnitt 1.7 (siehe S. 11) weiterfithrend erldutert.

Familien- und Zwillingsstudien deuten darauthin, dass es fiir Autismus-Spektrum-Stérungen
ebenfalls eine  starke  genetische  Grundlage  gibt.  Dadurch  dass  die
Genomsequenzierungstechnologie sich in den letzten Jahren stark entwickelt hat, wurden
zahlreiche de novo oder vererbte Mutationen von bestimmten Genen bei Patienten mit
Autismus-Spektrum-Storungen identifiziert. Allerdings sind die genauen Mechanismen, die
zu diesem Krankheitsbild fiihren, weitestgehend unklar (Kelleher et al. 2012; Pinto et al.
2010; Rosti et al. 2014; Sato et al. 2012; Wohr 2014; Yoo et al. 2014). In ungefihr 20% der
Fille konnte eine genetische Auffilligkeit festgestellt werden, welche in 90% der Fille
vererbt worden ist (Rosti et al. 2014; Sandin et al. 2014). Eines der zentralen Ziele der
Forschung im Bereich der Autismus-Spektrum-Storungen ist es die spezifischen neuronalen
Entwicklungsmechnismen zu identifizieren, die diese Erkrankungen verursachen, und die
sichtbaren autistischen Anzeichen und Symptome auf molekularer Ebene zu erkliren
(Verhoeff 2015). Es sind in mehreren Fillen Gene betroffen, die fiir synaptische Proteine
kodieren; insofern scheint ein gemeinsamer Mechanismus von entscheidender Bedeutung fiir
die Entstehung dieser Krankheit zu sein (Arons et al. 2012; Kelleher et al. 2012). Die
identifizierten Mutationen kodieren fiir synaptische Proteine wie Neurexin, Neuroligin,
PSD95, Shank3, Synapsin, Gephyrin, Cadherin, Photocadherin, TAO (engl. thousand-and-
one-amino-acid) 2 Proteinkinase, Contactin, GABA- (engl. Gamma-Aminobutyric acid)
Rezeptoren und Glutamatrezeptoren (Chen et al. 2014). Eine Haploinsuffizienz des SHANK3-
Gens aufgrund einer de novo Mutation bzw. Deletion wurde in mehreren humangenetischen
Studien in Zusammenhang mit Autismus gebracht (siehe hierzu auch Abschnittl.7, S.11)
(Betancur & Buxbaum 2013; Bonaglia et al. 2001; Durand et al. 2007; Sebat et al. 2007; Wes
et al. 2014) und durch Untersuchungen von Mausmodellen bestitigt (Bozdagi et al. 2010;
Duffney et al. 2015; Kouser et al. 2013; Peca, Ting & Feng 2011; Schmeisser et al. 2012;
Wang et al. 2011).

1.6 Shank-Mausmodelle

Bei Miusen, denen Shank-Proteine fehlen, kdnnen @hnliche Symptome wie bei Autismus-
spektrum-Storungen (ASS) festgestellt werden. Shank1-Knockout-Miuse zeigen ein erhohtes
Angstverhalten, verringerte vokale Kommunikation, verringerte Beweglichkeit und eine
erstaunlich  gesteigerte Leistung des Arbeitsgedédchtnisses, aber eine reduzierte

Leistungsfihigkeit des Langzeitgedichtnisses (Hung et al. 2009; Silverman et al. 2012; Wohr
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et al. 2011). Shank2-Knockout-Miuse zeigen hingegen Hyperaktivitdt, ein erhohtes
Angstverhalten, eine sich hédufig wiederholende Fellpflege und Anomalien in vokalem und
sozialem Verhalten (Schmeisser et al. 2012; Won et al. 2012). Shank3-Knockout-Miuse
zeigen Defizite in sozialen Interaktionen und der Kommunikation (Leblond et al. 2014). Es
wurden verschiedene Shank3-Knockout-Miduse von Bozdagi et al., Wang et al., Yang et al.,
Peca et al. und Schmeisser et al. generiert (Bozdagi et al. 2010; Lee et al. 2015; Peca et al.
2011; Schmeisser et al. 2012; Wang et al. 2011; Yang et al. 2012). Abhingig von der
untersuchten Shank3-Deletion sind die Auffilligkeiten der Shank3-Knockout-Miuse recht
unterschiedlich und geben Hinweise auf die Funktion der einzelnen Shank3-Varianten. Nicht
alle Mauslinien zeigten klare Defizite in sozialen Interaktionen. Der bei allen Shank3-
Mausmodellen konsistente Phidnotyp war die repetitive, hiufig ausgefiihrte Fellpflege, die
zum Teil zu Verletzungen fiihrt. Aufgrund der besonderen Relevanz fiir diese Arbeit wird die
von Schmeisser et al. generierte Shank3of”-Maus niher beschrieben. Dieser Shank3-
defizienten Maus fehlen aufgrund einer Deletion im Exon, welches fiir die SH3-Domiéne
kodiert, die groeren Shank3-Isoformen. Des Weiteren konnte bei dieser Maus festgestellt
werden, dass sowohl Shank1 als auch Shank2 hochreguliert in der postsynaptischen Dichte
vorkommen, wihrend die bekannten Shank3-Interaktionspartner GKAP/SAPAP und PSD95
nicht verdndert sind. Die NMDA-Rezeptor-Untereinheit GluN2B ist ebenfalls in der
postsynaptischen Dichte hochreguliert. Die Linge und Dicke der postsynaptischen Dichte
wurde ebenfalls von Schmeisser et al. untersucht und zeigte keine Auffilligkeiten. Die
repititiv hdufig ausgefiihrte Fellpflege ist auch bei der von Schmeisser et al. generierten
Shank3-Knockout-Maus sehr gut zu sehen (Schmeisser et al. 2012). Weiterhin ist auch
interessant, dass es auch erste Studien anhand der Shank3-Knockout-Mauslinien gibt, die den
autistischen Phinotyp dieser Mause reduzieren. Bei der von Peca et al.generierten Shank3-
Knockout-Mauslinie konnte festgestellt werden, dass die Menge an Aktinfilamenten im
Cortex reduziert ist (Peca et al. 2011). Durch die Regulation von Aktinregulatoren mittels
Inhibition von Cofillin und Aktivierung von Rac konnte der autistische Phinotyp der Shank3-
defizienten Maus gemildert werden. Dies konnte ein Ansatz fiir eine medikamentdse Therapie
von Patienten mit Autismus sein (Duffney et al. 2015). Eine weitere Studie zeigt, dass die
pharmakologische Stimulation des mGlu5-Rezeptors wirksam die autistische Verhaltensweise
von Shank3®!'V—Knockout-M#usen behandelt (Vicidomini et al. 2016). Dariiberhinaus konnte
von Mei et al. anhand einer konditionalen Shank3-Knock-in Maus festgestellt werden, dass
die Re-Expression von Shank3 zu einer Verbesserung der synaptischen

Proteinzusammensetzung, Dichte der dendritischen Dornen und neuronalen Funktion im
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Striatum fithrte (Mei et al. 2016). Diese Daten weisen daraufhin, dass es mehrere

Moglichkeiten gibt, Shank3-basierte Erkrankungen bei Erwachsenen zu behandeln.

1.7 Die Rolle der einzelnen SHANK3-Mutationen

Schizophrenie und Autismus-Spektrum-Storungen sind zwei unterschiedliche Stérungen, die
allerding einige gemeinsame Pathologien und Symptome aufweisen. Bei Patienten mit
Schizophrenie oder Autismus-Spektrum-Stérungen wurden ins Besondere bei Genen, die mit
der synaptischen Entwicklung, Funktion und Plastizitdt verbunden sind, hdufig Mutationen
identifiziert. So ist das SHANK3-Gen bei beiden Erkrankungen ein Risiko-Gen. Ein Beispiel
fiir eine SHANK3-Mutation, die bei einem Patienten mit Schizophrenie identifiziert wurde, ist
die Mutation R1117X, welche aufgrund der C-terminalen Deletion zu einem trunkierten
Shank3-Protein fiihrt, welches nicht in der postsynaptischen Dichte vorkommt, sondern
innerhalb des Nukleus akkumuliert. Die nukleédre Lokalisation des mutierten Shank3-Proteins
verdndert die Transkription von mehreren Genen, unter anderem die zuvor schon als
genetische Risikofaktoren charakterisierten Gene, welche fiir Synaptotagminl und LRRTM1
kodieren, welche bei Auftreten der Mutation R1117X hochreguliert vorliegen. Des Weiteren
fiihrt die Expression der Schizophrenie-assoziierten Mutante &hnlich wie bei einem
Knockdown von Shank3 zu einer reduzierten Synapsen-Dichte bei neuronalen Kulturen. Des
Weiteren ist die R1117X-Mutation in Kultur mit einem verdnderten Verhiltnis von
exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen und einer verminderten dendritischen

Verzweigung verbunden (Grabrucker et al. 2014).

Bei Patienten, bei denen Autismus-Spektrum-Storungen diagnostiziert wurden, wurden
zahlreiche SHANK3-missense Mutationen identifiziert. Die Doménenstruktur von Shank3 und
die einzelnen Mutationen, welche mit Autismus-Spektrum-Stérungen assoziiert sind, sind in

Abbildung 3 gezeigt.
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Abbildung 3 Domiinenstruktur des Shank3-Proteins und SHANK-Varianten in Patienten mit Autismus-Spektrum-
Storungen.

Es wurden mehrere Mutationen bei Patienten mit synaptischen Erkrankungen identifiziert. Anhand dieses Schemas wird
gezeigt, welche Doménen von den jeweiligen Mutationen betroffen sind. Mutationen, die zur Expression von verkiirzten
Shank3-Proteinen fiihren, sind rot markiert. Mutationen, die anhand eines Modells vermutlich zu einer Deletion fiithren sind
rot markiert, und Mutationen, die vermutlich keinen Effekt haben, wurden griin markiert. Kodierende Sequenz-Varianten, die
in vitro nachweislich eine funktionelle Stérung zeigten, wurden mit schwarzen Sternchen gekennzeichnet. Die konservierten
Dominen wurden farblich markiert: SPN (gelb), Ankyrin (rot), SH3 (orange), PDZ (blau) und SAM (griin) (modifizierte
Abbildung von Leblond et al. 2014).

Besonders auffillig bei der von Leblond et al. durchgefiihrten Meta-Analyse von SHANK 3-
Mutationen ist, dass die mit Autismus-Spektrum-Stérungen assoziierten Mutationen
hauptsédchlich die SPN-Domine, die Ankyrin-Region und die prolin-reiche Region betreffen.
Uber die molekularen Auswirkungen der einzelnen Mutationen ist in den meisten Fillen nur

wenig bekannt.

1.8 Vorherige Studien identifizieren die Shank3-SPN-Domiine als Ras-assoziierte

Bindedomiine

In Kooperation mit Prof. Dr. Igor Barsukov (Liverpool, England) wurde in der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Hans-Jiirgen Kreienkamp die dreidimensionale Struktur der N-terminalen
Shank3 SPN-ARR-Region aufgekldart. Hierfiir wurde das N-terminale Fragment
(Aminosduren 1-348) kristallisiert und die Struktur mittels Molekular-Ersatz-Technik gelost.
Die Auflosung dieser Struktur liegt bei 2,2 A. Die Struktur zeigt, dass das SPN-ARR-
Fragment aus zwei deutlich abgegrenzten Doménen besteht, die durch eine 19 Aminosiuren-
lange Linker-Region verbunden sind. Die ARR-Domiine besteht aus sieben Helix-7urn-Helix-
B-Haarnadel Ankyrin-Wiederholungen. Die SPN-Domine (Aminosduren 8-93) hat eine
Ubiquitin-dhnliche (engl. ubiquitin like, Ubl) Faltung, welche sehr stark der Fo-Doméne von
Talin dhnelt. Der N-terminale Bereich der Linker-Region, welcher SPN und ARR-Domiinen
miteinander verbindet, verlduft entlang der ARR-B-Haarnadel-Oberfliche und geht mehrere
polare Kontakte mit SPN- und ARR-Domine ein (siehe hierzu Abbildung 4C). Der C-
terminale Bereich der Linker-Region faltet hingegen zu einer zweifach gewundenen alpha-
Helix-Struktur und schlieBt sich an die ARR-Domiine an. Aufgrund der Ahnlichkeit der SPN-

Region mit der Talin-Fo-Struktur und der bekannten Interaktion zwischen Talin-Fo und Rapl
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wurde weiterhin untersucht, ob es sich bei der SHANK SPN-Domine um eine Ras-assoziierte
(RA) Domiine handelt, die mit Ras und Rap GTPasen interagieren kann. Ein Vergleich mit
den RA-Dominen von RalGDS, Raf und Byr zeigte, dass die fiir die Ras/Rap-Erkennung
wichtigen positiven Ladungen (Aminosduren Argl2 und Lys22) in den B1- und B2-Stringen
von Shank3 vorkommen und eine klare Verteilung von hydrophoben Aminosdure-Resten
vorliegt, wie sie typischerweise bei RA-Domidnen vorkommt. Somit weisen diese Daten
deutlich daraufhin, dass die SHANK3-SPN-Domine zu der Familie der RA-Dominen von
Ubl-Doménen gehort (siehe Abbildung 4).

Abbildung 4 Drei-dimensionale Struktur der Shank3 SPN-ARR Region.

A Schematische Reprisentation der SPN-ARR Kiistallstruktur zeigt die SPN-Doméne in Cyan, die Linker-Region in Orange
und die ARR —Doméne in Griin. Die Seitenketten der Aminosiduren Argl2 und Leu68 wurden in Patienten mit Autismus-
Spektrum-Stdrungen mutiert gefunden und sind hier rot gekennzeichnet. B Uberlagerung der SHANK3-SPN-Doméine (Cyan)
und der FO-Domine von Talin (Grau). C Die Seitenketten von verbindenden Aminosdureresten sind bei der
Verbindungsstelle zwischen SPN- und ARR-Domine gekenzeichnet. D Das Modell fiir den Ras-Shank3 SPN-Komplex.

Weiterhin zeigte die Arbeitsgruppe Kreienkamp in Immunprézipitationsexperimenten, dass
die SHANK3-SPN-Doméne an die WT- und konstitutiv aktive (G12V)-Form von HRas, aber
nicht an die dominant-negative HRas-S17N-Variante bindet. SHANK3 bindet also bevorzugt
an die GTP-gebundende, aktive Form von HRas. Dariiberhinaus bindet die SPN-Domine
auch an einige andere Ras- und Rap-Proteine; hierzu gehoren KRas, RRas, NRas, Rapla und
Rap1b. Hinzuzufiigen ist, dass keine Interaktion von Shank3-SPN mit den Rho G-Proteinen,
Racl oder Cdc42, nachgewiesen wurde. Anhand von Strukturanalysen wurde vorhergesagt,
dass die mit Autismus-Spektrum-Storungen assoziierten Mutanten Shank3-L68P und Shank3-
R12C zu einer reduzierten Ras-Bindungsfidhigkeit fithren wiirden. Mittels Immunprézipitation
konnte bestitigt werden, dass aufgrund dieser beiden Shank3-Mutationen weder Ras- noch

Rap-Varianten gebunden werden konnen (Lilja, J. et al. 2017).
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1.9 Allgemeine Informationen iiber Ras-GTPasen und ihre Rolle in Synapsen

Ras und Rap sind eng-verwandte Mitglieder der Ras-Superfamilie von kleinen GTPasen und
fungieren beide als molekulare Schalter zwischen GDP-gebundener inaktiver und GTP-
gebundener aktiver Form. Das Ras-Protein ist hierbei ein universell eukaryotisches
intrazelluldares, membran-verankertes 21 kDa- grofles Protein und reguliert wichtige
Signalwege wie beispielsweise den Ras/Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalweg
(Serchov et al. 2015). Die drei Ras-Isoformen KRas, NRas und HRas werden von drei
verschiedenen Genen codiert und ubiquitdr in Sdugetieren exprimiert (Hancock 2003). Die
Ras-Aktivitit hidngt von der Verankerung in der Plasmamembran mittels eines
Plasmamembran-Zielmotivs ab. Dieses Motiv ist Teil der C-terminalen hypervariablen
Region, welche signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Ras-Isoformen aufweist.
Alle drei Ras-Isoformen haben eine CAAX-Sequenz am C-Terminus, welche die
Farnesylierung und weitere Prozessierung des Cystein-Restes spezifiziert. Die Sequenz von
KRas enthilt eine zusétzliche polybasische Region neben der CAAX-Box, wihrend Hras und
NRas stattdessen palmitoylierte Reste aufweisen. Es wird vermutet, dass diese Unterschiede
eine Rolle bei der Generierung von unterschiedlichen Signalantworten spielen, indem die
subzelluldre Lokalisierung oder Micro-Lokalisierung innerhalb der Plasmamembran
unterschiedlich reguliert wird (Chiu et al. 2002; Prior et al. 2001). Zusitzlich zu der
essentiellen Rolle bei der Regulierung von Zellwachstum und —differenzierung, wurden Ras-
Signalwege verkniipft mit einem grolen Bereich von neuronalen Funktionen inklusive
synaptischer Plastizitit und Verhalten (Fivaz & Meyer 2005; Thomas & Huganir 2004).
Pharmakologische und genetische Manipulation von Mitgliedern der Ras/MAPK-
Signalkaskade haben gezeigt, dass dieser Signalweg eine Rolle bei der synaptischen
Plastizitit spielt (Cristo 2001; Huang, Martin & Kandel 2000; Kelleher et al. 2004; Wu,
Deisseroth & Tsien 2001). So sind die kleinen G-Proteine essentielle Modulatoren der
synaptischen Stdrke und Struktur widhrend der NMDAR-abhédngige Langzeitpotenzierung
(LTP) sind (Qin et al. 2005; Wiens 2005; Xie et al. 2008; Zhu et al. 2002). Der Ras/ERK-
Signalweg beeinflusst die Rekrutierung von AMPA-Rezeptoren zu den dendritischen Dornen,
die bei der LTP-Induktion erfolgt (Kim et al. 2005; Patterson, Szatmari & Yasuda 2010;
Thomas & Huganir 2004; Zhu et al. 2002). Die Aktivitiat von Ras wird von Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEF, engl. Guanine nucleotide exchange protein) und GTPase-
aktivierenden Proteinen (GAP) reguliert. Hierbei induzieren GEFs den Austausch des in der
inaktiven Form gebundenen GDP durch GTP; dies fiihrt zu einer Konformationsidnderung des

Proteins, so dass Effektorproteine binden und aktiviert werden konnen. Aktivierte kleine G-
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Proteine kehren in den GDP-gebundenen Zustand durch Hydrolyse des GTPs, die durch
GAPs unterstiitzt wird, zuriick (Raaijmakers & Bos 2009). Besonders interessant ist hierbei
SynGAP, ein Ras-GTPase-aktivierendes Protein, welches hoch-angereichert an
exzitatorischen Synapsen im Gehirn vorkommt (Araki et al. 2016). SynGAP interagiert mit
den PDZ-Doménen von PSD-95 und SAP102. Es kommt in einem gro3en makromolekularen
Komplex mit PSD95, SAP102 und dem NMDA-Rezeptor vor und stimuliert die intrinsische
GTPase-Aktivitit von Ras. Somit reguliert dieses Protein die synaptische Ras-
Signaltransduktion (Kim et al. 1998). Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass Guanin-
Austauschfaktoren eine kritische Rolle bei der Regulation von kleinen GTPase wie Rap
spielen und die Morphologie von dendritischen Dornen beeinflussen (Penzes, Woolfrey &
Srivastava 2011). Ein Beispiel hierfiir ist Epac2 (engl. exchange protein directly activated by
cAMP, cAMP-GEFII and RapGEF4), ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF, guanine
nucleotide exchange factor) fiir Rap. Epac2 fordert in seiner aktiven Form die Bildung von
diinnen dendritischen Dornen und die Endozytose von AMPA-Rezeptoren und ist fiir die
Langzeitdepression (LTD, engl. long-term depression), Depotenzierung,
Langzeitpotenzierung und das rdumliche Gedachtnisvermogen erforderlich. Es handelt sich
um ein Signalprotein, welches in der postsynaptischen Dichte des Vorderhirns nachgewiesen
wurde. Es gibt zwei Gene, die fiir Epac-Proteine kodieren: EPACI und EPAC2 (Gloerich &
Bos 2010). Epac2 ist die groBlere Isoform und im Gehirn und den Nebennieren zu finden,
wihrend Epacl in den meisten nicht-neuronalen Geweben und kaum im adulten Gehirn
exprimiert wird. Epac2 enthilt eine Rap-GEF-Doméne und zwei cAMP-Bindedoménen, von
denen allerdings nur eine funktionell zu sein scheint. Die Bindung von cAMP induziert die
GEF-Aktivitdt von Epac gegeniiber Rap1 und Rap2. Durch das cAMP-Analogon 8-(4-chloro-
phenylthio)-2 ‘-O-methyladenosin-3°,5‘-cyclisches Monophosphat (8-CPT) kann in vitro
gezielt die Rap-Aktivitit in neuronalen Zellen induziert werden und die Effekte von Rap-
vermittelten Signalwege untersucht werden (Woolfrey et al. 2009). Die Rap-Proteine gehoren
zur Ras-Familie und spielen eine Schliisselrolle bei der Regulation von Zelldifferenzierung,-
wachstum, -polaritit und -adhédsion (Bos 2005). Die Rap-Familie besteht aus fiinf Proteinen,
Rapla, Raplb und Rap2a-c, welche jeweils eine 50%ige Sequenziibereinstimmung mit Ras
zeigen (Ryu et al. 2009). Die Rap-vermittelten Signalwege regulieren die synaptische
Destabilisierung und Depression, da aktiviertes Rap die GroBe der dendritischen Dornen
verringert und eine wichtige Rolle bei der Endozytose von AMPA-Rezeptoren spielt (Xie,
Huganir & Penzes 2005; Zhu et al. 2002). Ein vollstindiger Verlust von Rapla und Raplb

fiihrt bei konditionalen Rapl-Knockout-Mausen zur Vergrolerung des Cortex und
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schwerwiegenden Defekten in der cortikalen Schichtung. Rapl GTPasen sind also essentiell
fiir die Entwicklung der cortikalen Architektur. Des Weiteren sind Rapl GTPasen notig fiir
die Cadherin-vermittelte Adhésion zu Nicht-neuronalen Zellen. Man kann tatsdchlich einen
Verlust der Signale von N-Cadherin und Afadin, einem Adaptorprotein und Effektor von
Rap1, bei Rap1-Knockout-Méausen feststellen (Carmena, Makarova & Speicher 2011; Knox &
Brown 2002; Pan et al. 2008; Shah et al. 2017). Rapl reguliert weiterhin die Funktion von
Integrin (Yi-Lei et al. 2017). Interessanterweise wurde bei Rap1-Knockout-Tieren festgestellt,
dass wihrend der Gehirnentwicklung am Tag E15 (15 Tage nach Verpaarung) eine
dramatische Reduktion der Menge von Gesamt- und aktivem Integrin sowohl in der apikalen
als auch in der pialen Region des Cortex vorliegt (Shah et al. 2017). Integrine sind
Transmembran-Rezeptoren, die an der Plasmamembran prisentiert werden und an
Komponenten der extrazelluldiren Matrix binden. Sie liegen als Heterodimere vor und
bestehen aus a- und B-Untereinheiten (Kerrisk, Greer & Koleske 2013; Rantala et al. 2012);
beide Untereinheiten haben eine extrazelluldre N-terminale Doméne und verlaufen jeweils
einmal durch die Plasmamembran. Die oa- und B-Untereinheiten sind extrazelluldr, nicht-
kovalent miteinander verbunden und formen gemeinsam eine Bindungstasche fiir Molekiile
der extrazelluldren Matrix wie beispielsweise Fibronektin, Kollagen und Laminin (Kinbara et
al. 2003). Integrine konnen durch einen schnellen Wechsel der Konformation oder durch
Cluster-Bildung die Zelladhision verdndern (Arjonen et al. 2012; Chigaev, Sklar & Vorup-
jensen 2012). Sie regulieren bei der neuronalen Entwicklung Zellmigration, Formation der
cortikalen Schicht und Neuritenwachstum (Park & Goda 2016). Viele Integrine sind auch an
Synapsen in hohen Mengen vertreten und regulieren die Remodellierung von Synapsen in

hippocampalen Neuonen (Liu et al. 2016; Shi & Ethell 2006).
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2 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, ein besseres Verstidndnis fiir die Bedeutung und Funktionalitit
des N-terminalen Bereichs des Strukturproteins Shank3 zu erhalten. Die Arbeit basiert auf der
Beobachtung, dass die N-terminale SPN-Doméine mit hoher Affinitit an kleine G-Proteine der
Ras-Familie bindet. Diese Interaktion soll hinsichtlich ihrer zellbiologischen Bedeutung
untersucht werden. Hierzu werden die beiden Mutationen Shank3-LL68P und Shank3-R12C,
die sich in der mit kleinen G-Proteinen interagierenden SPN-Domine befinden und bei
Patienten mit Autismus-Spektrum-Storungen identifiziert wurden, herangezogen. Diese
beiden mutierten Shank3-Proteine interagieren nicht mit den kleinen G-Proteinen Ras und
Rap. Anhand dieser Mutanten ldsst sich im Vergleich zum Wildtyp-Shank3-Protein
feststellen, welche Signalwege von der Interaktion zwischen Shank3 und kleinen G-Proteinen
beeinflusst werden und welche Auswirkungen diese Interaktion auf die Morphologie und
Funktionalitit der Nervenzelle hat. Der Ort der Interaktion in Nervenzellen soll mittels
Immunzytochemie und konfokaler Mikroskopie aufgeklart werden. Des weiteren werden
Signalwege, in denen kleine G-Proteine involviert sind, iiberpriift und die Verdnderung der
Zusammensetzung der postsynaptischen Dichte im Hinblick auf kleine G-Proteine in Shank3-
defizienten Miusen untersucht. Da Shank3 indirekt auch mit dem Aktinzytoskelett interagiert
und die Rap-vermittelte Integrinaktivitit die Bildung von Filopodien beeinflusst, wurden auch

Verinderungen des Zytoskeletts mit einem Fokus auf Filopodien untersucht.

Das Shank3-Protein wurde in mehreren Synaptopathien wie Autismus-Spektrum-Storungen,
Schizophrenie und der Alzheimer’schen Erkrankung als Ursache fiir fehlfunktionierende
Synapsen identifiziert. Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Untersuchungen

dienen einem besseren Verstindnis fiir die Funktion des Shank3-Proteins.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt Deutschland) und

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen, wenn es nicht anders angegeben ist.

3.2 Puffer und Losungen
Losung Zusammensetzung
BBS (2x) 50 mM BES
280 mM NaCl
1,5 mM NazPOq4
pH 6,97

Blockierungspuffer fiir Inmunocytochemie 10 % (v/v) Pferdeserum in PBS

DNA-Ladepuffer (6x) 10 mM Tris-HCI, pH 7,6
0,03 % (v/v) Bromphenolblau
0,03 % (w/v) Xylen-Cyanol FF
60 % (v/v) Glycerol

60 mM EDTA
KCM-Puffer (5x) 500 mM KCl1

150 mM CaCl;

250 mM MgCl,»
Lammli-Probenpuffer (5x) 300 mM Tris/HCI, pH 6,8

50 % (v/v) Glycerin

7,5 % (w/v) SDS

0,5M DTT

0,01 % (w/v) Bromphenolblau

PBS (1x) 140 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM Na;HPOg4
1,8 mM KH>PO4
pH 7.4

Permeabilisierungspuffer fiir 0,1 % (v/v) Triton X-100

Immuncytochemie in 1x PBS
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Poly-L-Lysin-Losung

1 mg/mL Poly-L-Lysin in PBS
pH 7.4

RIPA-Puffer

150 mM NacCl

50 mM Tris/HCI; pH 8,0

5 mM EDTA

0,5 % (w/v) Natriumdeoxycholat
1 % (v/v) NP-40

0,1 % (w/v) SDS

SDS-PAGE-Laufpuffer

1 x Tris/Glycin
0,1 % (w/v) SDS

TAE-Puffer

40 mM Tris-Acetat, pH 8,0
2 mM EDTA

TBS-T

10 mM Tris/HCI; pH 8,0
150 mM NaCl
0,1 % (v/v) Tween 20

Transferpuffer

1 x Tris/Glycin-Puffer
0,02 % SDS
20 % (v/v) Methanol

Tris/Glycin (10x)

0,25 M Tris, pH 8,3
1,92 M Glycin

Versene-Puffer

0,5 mM EDTA

137 mM NaCl
2,68 mM KCl

6,57 mM NaHPOq4
1,32 mM KH>PO4

Tyrode’s Puffer

10 mM Hepes-NaOH pH 7.5
137 mM NaCl

2,68 mM KCl1

0,42 mM NaH;POg4

1,7 mM MgCl,

11,9 mM NaHCO3

5 mM Glucose

0,1% BSA
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TSB

Ix LB pH 6,1
10 % PEG 3350
5 % DMSO
0,01 M MgSOq4
0,01 M MgCl

Losung A zur Priparation der

postsynaptischen Dichte (PSD)

4 mM Hepes, pH 7,4

0,32 M Saccharose
ImM MgCl,

0,5 mM CaCl,

2 ug/mL Pepstatin
10 ug/mL Leupeptin

43,55 pg/mL PMSF

Losung B zur Pérparation der

postsynaptischen Dichte (PSD)

4 mM Hepes pH 7,4

0,32 M Saccharose

2 ug/mL Pepstatin
10 ug/mL Leupeptin

43,55 pg/mL PMSF

Losung C zur Priparation der
postsynaptischen Dichte (PSD)

12 mM Tris-HCI pH 8,1

0,32 M Saccharose
1% Triton X 100

2 ug/mL Pepstatin
10 ug/mL Leupeptin

43,55 pg/mL PMSF

3.3 Geriite

Geriite Hersteller

Analysewaage Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Autoklav MediTech Service GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Bunsenbrenner Integra Biosciences, Zizers, Schweiz

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Detektor fiir Chemilumiszenz
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Elektrophoreseapparatur fiir Agarosegele

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Elektrophoreseapparatur fiir

Polyacrylamidgele

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Inkubator fiir Bakterien (37°C)

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Inkubator fiir Zellen (37°C/5%CO»)

Panasonic Biomedical Sales Europe BV,

Etten-Leur, Niederlande

Konfokale Mikroskope Leica Microsystems Vertriecb GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Laborwaage Mettler-Toledo GmbH, GieBen, Deutschland

Lichtmikroskop Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Magnetriihrer IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

Mikrovolumen-Spektralphotometer

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
USA)

Netzgerit fiir die Stromversorgung

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Nukleofektionsgerit Amaxa Biosystems GmbH, Koln,
Deutschland

pH-Meter Xylem Analystics Germany Sales GmbH &
Co. KG, Weilheim, Deutschland

Photometer Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Niimbrecht, Deutschland

Schiittelinkubator Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Sterilarbeitswerkbinke

Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Deutschland
Thermocycler Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland
Thermomixer Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Vortexer Heidolph Instrumentes Labortechnik,

Schwabach, Deutschland

Wasserbdder

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH
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Zentrifugen

Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham,
USA), Eppendorf AG (Hamburg,
Deutschland), VWR (Hannover,
Deutschland)

3.4 Kommerzielle Kits

Kommerzielles Kit

Hersteller

Nukleofektionskit fiir Rattenneuronen

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

NucleoBond Xtra Midi Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland

3.5 Enzyme

Es wurden die FastDigest Restriktionsenzyme der Firma Thermo Fisher Scientific GmbH

(Waltham, USA) verwendet.

3.6 Zellen und Gewebe
Bakterienstaimme Hersteller
E. coli TOP 10 F* Thermo  Fisher  Scientific  GmbH

(Waltham, USA)

Zelllinien

Firma

HEK 293T
(engl. Human embryonic kidney cells with T-
dt.

Large Antigen, humane embryonale

Nierenzellen mit dem T-Large Antigen)

ATCC, Manassas, USA
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Primire Zellen

Rattenneuronen aus Embryonen (E20)

Rattus norvegicus, Wistar-Stamm

(Forschungstierhaltung, UKE)

Mausneuronen aus Embryonen (E16)

Shank3of”-defiziente Miuse
(T.Bockers, Ulm)

Adulte Miuse fiir Durchflusszytometrie

Shank3af”"-defiziente Miuse
(T.Bockers, Ulm)

Gewebe

Maus-Gehirne (P0.5) fiir Immunhistochemie

Shank3af”"-defiziente Miuse
(T.Bockers, Ulm)

3.7 Medien und Medienzusitze

Medium

Zusammensetzung

Kulturmedium fiir HEK293T Zellen

DMEM
10 % (v/v) FBS
100 pug/ml Penicillin/Streptavidin

Einfriermedium fiir HEK293T Zellen

DMEM
10 % (v/v) FBS
10 % (v/v) DMSO

Hungermedium fiir HEK293 T Zellen

DMEM
0,1 % (v/v) FBS
100 pug/ml Penicillin/Streptavidin

Plattiermedium fiir primére Neuronen

MEM
0,6 % Glucose
10 % Pferdeserum

Kulturmedium fiir primédre Neuronen

2% B27 Serum-freier Zusatz

0,5 mM L-Glutamin

0,1 mg/mL Primocin

25 uM Glutamat (Glutamat wurde nur bei

frisch ausgesiten Neuronen verwendet)
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3.8 Plasmide

Name des Vektors Eigenschaften Quelle

YFP2 Rap1-G12V pcDNA3-Vektor, Ampicillin- AG Kreienkamp
Resistenz

YFP2 Hras-WT pcDNA3-Vektor, Ampicillin- AG Kreienkamp
Resistenz

YFP2 Hras-G12V pcDNA3-Vektor, Ampicillin- AG Kreienkamp
Resistenz

YFP2 Hras-S17N pcDNA3-Vektor, Ampicillin- AG Kreienkamp
Resistenz

YFP1 Shank3-R12C pcDNA3-Vektor, Ampicillin- AG Kreienkamp
Resistenz

YFP1 Shank3-L68P pcDNA3-Vektor, Ampicillin- AG Kreienkamp
Resistenz

YFP1 Shank3-WT pcDNA3-Vektor, Ampicillin- AG Kreienkamp
Resistenz

PMT2sm HA Leervektor PMT2sm-Vektor mit HA- AG Kreienkamp
Markierung, Ampicillin-
Resistenz

PMT2sm HRas-WT HA PMT2sm-Vektor mit HA- AG Kreienkamp
Markierung, Ampicillin-
Resistenz

PMT2sm HRas-S17N HA PMT2sm-Vektor mit HA- AG Kreienkamp
Markierung, Ampicillin-
Resistenz

PMT2sm HRas-G12V HA PMT2sm-Vektor mit HA- AG Kreienkamp
Markierung, Ampicillin-
Resistenz

pcDNA3.1 myc Shank3-WT  Kodiert Shank3-WT, CMV- AG Kreienkamp

Promoter, myc-Sequenz,

Ampicillin-Resistenz
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pcDNA3.1 myc Shank3-
L68P

Kodiert Shank3-L68P, CMV-
Promoter, myc-Sequenz,

Ampicillin-Resistenz

AG Kreienkamp

pcDNA3.1 myc Shank3-
R12C

Kodiert Shank3-R12C, CMV-
Promoter, myc-Sequenz,

Ampicillin-Resistenz

AG Kreienkamp

pSuper

H1-Promotor, f1(+)-Origin,
pUC origin, Ampicillin-

Resistenz

AG Kreienkamp

pLVTHM

Eukaryotische Expression,

EGFP (engl. enhanced green

fluorescent protein)-Expression,

EFla-Promotor, Ampicillin-

Resistenz, Vektor fiir die direkte

Klonierung von shRNA oder
Sub-Klonierung der HI1-
shRNA-Kassette aus dem
pSuper-Vektor

AG Kreienkamp

pLVTHM-Kontrolle

Basiert auf pLVTHM-Vektor,
tragt die ShRNA-Information,
die gegen Luciferase-mRNA
gerichtet ist; H1-Promotor,

Ampicillin-Resistenz

AG Kreienkamp

pLVTHM shShank3

Basiert auf pLVTHM-Vektor,

trigt die ShRNA gegen Shank3,

Ampicillin-Resistenz

AG Kreienkamp

pLVTHM shSynGAP

Basiert auf pLVTHM-Vektor,

Im Rahmen dieser Arbeit

trigt die ShRNA gegen generierter Vektor
SynGAP; Ampicillin-Resistenz

psPAX2 Lentiviraler AG Kreienkamp
Verpackungsvektor, Ampicillin-
Resistenz

pMD2.G Codiert VSV.G; Ampicillin- AG Kreienkamp

Resistenz
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pHAGE Vektor Shank3-L68P Ampicillin-Resistenz AG Kreienkamp
pHAGE Vektor Shank3-WT  Ampicillin-Resistenz AG Kreienkamp
pFRET N-terminale GFP-Sequenz, C- AG Kreienkamp

terminale mcherry Sequenz,

Kanamycin-Resistenz

pFRET Shank3-WT N-term.  Unter Nutzung der Sall und Im Rahmen dieser Arbeit
EcoRV-Schnittstellen wurde generierter Vektor
Shank3-WT aus dem pHAGE
Shank3-WT-Vektor
ausgeschnitten und in den
pFRET-Vektor eingebracht,

Kanamycin-Resistenz

pFRET Shank3-L68P N- Unter Nutzung der Sall und Im Rahmen dieser Arbeit

term. EcoRV-Schnittstellen wurde generierter Vektor
Shank3-L68P aus dem pHAGE
Shank3-L68P-Vektor
ausgeschnitten und in den
pFRET-Vektor eingebracht,

Kanamycin-Resistenz

pFRET Shank3-R12C N- Unter Nutzung der Sall und Im Rahmen dieser Arbeit

term. EcoRV-Schnittstellen wurde generierter Vektor
Shank3-R12C aus dem pHAGE
Shank3-R12C-Vektor
ausgeschnitten und in den
pFRET-Vektor eingebracht,

Kanamycin-Resistenz

3.9 shRNA-Vektor

Zur Generierung eines SynGAP-Knockdown-Vektors wurden die folgenden Oligonukleotide
unter Nutzung der HindIII/BglII-Schnittstellen in den pSuper-Vektor eingefiigt (Myung et al.
2005) und anschlieBend wurde die Sequenz unter Nutzung der EcoRI/Clal Schnittstellen in

den pLVTHM-Vektor eingebracht, um lentivirale Viruspartikel herstellen zu konnen.
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Tabelle 1 SynGAP-RNAi-Oligonukleotide

Name des Oligonukleotids Sequenz (5°- 3")

SynGAP-RNAI Oligonukleotid Nr. 1  GAT CCC CGA AGC GAT ATT ACT GCG AGT
TCA AGA GAC TCG CAG TAA TAT CGC TTC
TTT TTG GAA A

SynGAP-RNAI Oligonukleotid Nr.2 AGC TTT TCC AAA AAG AAGCGA TAT TAC
TGC GAG TCT CTT GAA CTC GCA GTA ATA
TCG CTT CGG G

3.10 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma Aldrich bezogen. Die Oligonukleotide, die
als Primer bei der Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt wurden, wurden mit sterilem und

doppelt-destilliertem Wasser auf eine Konzentration von 100 uM eingestellt. Aus dieser

Stocklosung wurde eine 10 uM-Losung hergestellt, die bei der PCR verwendet wurde.

Tabelle 2 Sequenzierungsprimer

Sequenzierungsprimer Sequenz (5°- 3")

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

RFP rev GTCACCTTCAGCTTGGCG

GFP1 fwd AGTTCATGACCGCCGCCGGGA

M13 forward AGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCA
GT

M13 rev AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAAC
AGCTATG

pcDNA fwd GGGAGGTCTATATAAGCAGAGC

pcDNA REV GGCTGGCAACTAGAAGGC

SP6 rev GATTAGGTGACACTATAG

Tabelle 3 Genotypisierungsprimer

Genotypisierungsprimer

Sequenz (5°- 3)

S12 Primer

CAAGTTCATCGCTGTGAAGG

S10 Primer

CCTCTAGGCCTGCTAGCTGTT

AS3 Primer

AAGAAGCCCCAGAAGTGACA
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3.10 Antikorper

Tabelle 4: Primérantikorper

Antikorper Hergestellt in Verdiinnung Hersteller
Erk Kaninchen 1:1000 (WB) Cell Signaling
MAP2 Kaninchen 1:1000 (I1Z) Antibodies-online
Myc Maus 1:1000 (IZ)  Sigma
Phospho-Erk Kaninchen 1:1000 (WB) Cell Signaling
(p44/42)
Shank3 Meerschweinchen 1:1000 (IZ) Tobias Bockers, Ulm

1:1000 (WB)
Akt Kaninchen 1:1000 (WB) Cell Signaling
Phospho-Akt Kaninchen 1:1000 (WB) Cell Signaling
(S473)
Tubulin Maus 1:1000 (WB) Abcam
HA Kaninchen 1:1000 (IZ) Sigma
CD29 9EG7 Ratte 1:10 (IHC, BD Biosciences, San Jose, USA
(aktive Integrine) 17); 1:100

(FACS)
MAB1997 Ratte 1:100 (IHC, Merck KGaA, Darmstadt,
(Gesamtintegrine) 17); 1:100 Deutschland

(FACS)
Tabelle 5: Sekundirantikorper
Antikorper Hergestellt Verdiinnung Hersteller

in

Anti-Maus-HRP Ziege 1:5000 (WB) Immunoreagents, Raleigh, USA
Anti-Kaninchen-  Ziege 1:5000 (WB) Immunoreagents, Raleigh, USA
HRP
Anti- Ziege 1:5000 (WB) Immunoreagents, Raleigh, USA
Meerschweinchen-
HRP
Anti-Kaninchen- Ziege 1:1000 (IZ); Thermo Fisher Scientific, Waltham,
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Alexa Fluor 488 1:1000 (IHC) USA

Anti-Maus-Cy3 Ziege 1:1000 IZ)  Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Anti-Kaninchen- Ziege 1:1000 (IZ) Thermo Fisher Scientific, Waltham,

marinablue USA

Anti-Hithnchen- Ziege 1:1000 (IZ) Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Alexa Fluor 633 USA

Anti-Ratte-Alexa  Ziege 1:1000 IHC) Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Fluor 568

USA
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden
4.1.1 Anzucht und Lagerung von E.coli

Fiir die Anzucht von E.coli wurden Vorkulturen mit 3-5 mL LB-Medium und entsprechendem
Antibiotikum mit Bakterien einer einzelnen Kolonie von einer Agarplatte oder aus einem
Glycerolstock angeimpft. Die Glycerolstocks wurden hergestellt, in dem Bakterien einer iiber
Nacht Kultur mit der gleichen Menge 50% iger Glycerol-Losung versetzt wurden und in
einem Kryordohrchen bei -80°C fiir die Langzeitlagerung eingefroren wurden. Fiir die
Kultivierung von E.coli in groleren Mengen wurde das LB-Medium mit Fliissigvorkulturen

in einer Verdiinnung von 1:50 angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 200 Upm inkubiert.

Tabelle 6 Zusammensetzung des vewendeten LB-Mediums und LB-Agars mit Angabe der -eingesetzten
Antibiotikakonzentrationen.

LB (Luria Broth) Medium Trypton 10,0g
Hefeextrakt 5,0 g
NaCl 5,0 ¢g
ad 1000 mL ddH,O
pH 7 wurde eingestellt, es wurde
autoklaviert und je nach  Bedarf
Antibiotikum hinzugefiigt.

LB (Luria Broth) Agar Trypton 10,0 g

Hefeextrakt 5,0 g

NaCl 5,0 ¢g

Agar 150 g

pH 7 wurde -eingestellt, Agar wurde
autoklaviert. Bei Bedarf wurde der Agar
erwirmt, um eine fliissige Konsistenz zu
erhalten und es wurde das bendétigte

Antibiotikum hinzugegeben

Verwendete Antibiotikakonzentrationen = Ampicillin 100 pg/mL
Kanamycin 50 pg/mL
Tetrazyklin 15 pg/mL
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4.1.2 Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Bakterien fiir die chemische

Transformation

Zur Herstellung chemisch-kompetenter E.coli-Bakterien wurde zunichst ein fraktionierter
Ausstrich eines bestehenden Glycerolstocks auf eine LB-Platte mit Tetrazyklin durchgefiihrt.
Die Platte wurde iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit einer Kolonie wurde am darauffolgenden
Tag eine 5 mL — LB-Tetrazyklin-Vorkultur angeimpft und iiber Nacht bei 200 UpM und 37°C
inkubiert. Die Vorkultur wurde in einen groen Erlenmeyerkolben mit 500 mL LB-
Tetrazyklin tiberfiihrt und bis zu einer optischen Dichte von OD600 bei 37°C und 200 UpM
inkubiert. AnschlieBend wurde die Hauptkultur fiir 2 min. in Eiswasser abgekiihlt und dann
bei 3773 g und 4°C fiir 5 min. zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 mL eiskaltem TSB
resuspendiert. Die Kultur wurde 15 min. auf Eis inkubiert, anschlieend aliquotiert und in

fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Bakterien wurden bei -80°C gelagert.
4.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA

4.1.3.1 Minipriparation

Es wurden 3 mL LB-Medium mit einem geeigneten Antibiotikum mit einer einzelnen Kolonie
der zur vervielfiltigenden E.coli-Kultur angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 200 UpM
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden 1,5 mL dieser Kultur in ein 1,5 mL-
Reaktionsgefdl tiberfithrt und bei 20.000 g 1 min zentrifugiert. Bei den folgenden Schritten
wurden Resuspensions-, Lyse- und Neutralisationspuffer der Firma Macherey und Nagel

(Diiren, Deutschland) verwendet.

Nach erfolgter Zentrifugation wurde das Pellet in 100 uL Resuspensionspuffer resuspendiert
und 100 uL Lysepuffer hinzugegeben. Das Reaktionsgefdl wurde mehrmals invertiert und 2
min. bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Zugabe von 100 pL Neutralisationspuffer
wurde die Lyse der Zellen beendet. AnschlieBend wurde fiir 20 min. bei 20.000 g und
Raumtemperatur zentrifugiert, um die Proteine aus dem Zelllysat zu prizipitieren und von der
DNA zu trennen. Der Uberstand, der die DNA enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefil
tiberfiihrt und es wurden 0,7 Volumeneinheiten Isopropanol hinzugegeben. Das
Reaktionsgefdl wurde mehrmals invertiert und anschlieBend fiir 20 Min bei 20.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol
iiberschichtet. Es wurde fiir 5 min. bei 20.000 g zentrifugiert und der Uberstand wurde erneut

verworfen. Das Pellet wurde 10-15 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und das Pellt
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wurde in 50 pL ddH>O resuspendiert. Die isolierte DNA wurde durch einen

Restriktionsverdau und eine Sequenzierreaktion iiberpriift.

4.1.3.2 Midipriparation

Fiir eine Midipriparation wurden 100 mL LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
mit 1,5 mL einer Vorkultur angeimpft. Diese Kultur wurde iiber Nacht bei 37°C und 200
Upm inkubiert. Die Midipréaparation wurde entsprechend der Herstellerangaben mit Hilfe des
Nucleo Bond Xtra Midi Kits der Firma Macherey und Nagel (Diiren, Deutschland)
durchgefiihrt. Fiir die Midipriparation von DNA, die zur Transfektion von Neuronen
eingesetzt werden sollte, wurde das Nucleo Bond Xtra Midi EF Kit verwendet, da
endotoxinfreie DNA eine bessere Transfektionseffizienz gewdhrleistet. Nach erfolgter
Midipriparation wurde die DNA mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung iiberpriift. Die
DNA-Konzentration wurde mittels Epoch™ Multi-Volume Spectrophotometer System
bestimmt und iiberpriift, ob das Verhiltnis der Absorption von 260 nm zu 280 nm (A260/A2380)
zwischen 1,8 und 2,0 liegt, um sicher zu gehen, dass es sich um hochreine DNA handelt. Die

DNA-Konzentration wurde auf 1 ug/uL eingestellt.
4.1.4 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau von doppelstringiger DNA wurde eingesetzt, um DNA nach einer
erfolgten Midipréaparation zu iiberpriifen oder um ein neues Konstrukt aus zwei verschiedenen
DNA-Fragmenten zu erzeugen. Hierzu wurden Restriktionsenzyme verwendet, die eine
spezifische Basensequenz von 6-8 Basenpaaren erkennen und prézise dort die DNA
schneiden. Je nachdem welches FastDigest-Enzym der Firma Thermo Scientific (Waltham,
USA) verwendet wurde, entstehen durch diesen Restriktionsverdau einzelstringige DNA-
Uberhinge oder keine Uberhiinge. Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes fiir einen

Restriktionsverdau ist in der folgenden Tabelle gezeigt.

Tabelle 7 Restriktionsansatz

Komponente 20 pL Restriktionsansatz
DNA lug

10 x FastDigest Puffer 2 ul

FastDigest Restriktionsenzym je 1 uL

Nuklease-freies Wasser ad 20 pL Nuklease-freies Wasser
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4.1.5 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um die Freisetzung von 5°- und 3’-Phosphatgruppen aus DNA zu katalysieren wurde die
thermosensitive Alkaline Phosphatase FastAP (Thermo Scientific, Waltham, USA)
verwendet, um eine Religation des Ausgangsvektor bei der Klonierung zu verhindern. Hierzu
wurde 1 uL FastAP dem Restriktionsansatz (sieche Tabelle 7)  hinzugefiigt. Der
Restriktionsansatz wurde vermischt, kurz herunterzentrifugiert und anschlieend 10 Min. bei
37°C inkubiert. Anschliefend wurde der Reaktionsansatz 15 Min. bei 65°C erhitzt, um das die

Phosphatase zu inaktivieren.

4.1.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Methode der Agarose-Gelelktrophorese wurde dazu verwendet, DNA-Fragmente nach
ihrer GroBe zu trennen. Hierfiir wurden 0,8 — 1,3 %ige Agarosegele hergestellt, indem
Agarose in TAE-Puffer erhitzt wurde bis die Losung klar war und keine kleinen Partikel mehr
sichtbar waren. Es wurden 6 uL Midori green DNA Stain (Nippon Genetics Europe GmbH,
Diiren, Deutschland) pro 100 mL Agarose-TAE-Losung hinzugegeben und ein Gel gegossen.
Sobald das Gel fest geworden war, wurden die Proben und zum Groflenvergleich auch ein
1kb-DNA-Marker (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) aufgetragen. Wenn es sich um
Proben aus einem Restriktionsverdau oder von einer Genotypisierungs-PCR handelte, musste
kein Ladepuffer hinzugegeben werden, da die verwendeten Puffer auch die Komponenten
eines Ladepuffers fiir die Gelelektrophorese enthielten. Bei anderen DNA-Proben wurde ein
6xLadepuffer in einem Verdiinnungsverhiltnis von 1:6 hinzugegeben. Die DNA-Fragmente
wurden durch Elektrophorese bei 100 V nach der Grofe aufgetrennt und mittels UV-Licht
detektiert.

4.1.7 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die Gelextraktion wurde durchgefiihrt, um DNA-Fragmente einer bestimmten Grofe aus
einem Agarose-Gel extrahieren und aufreinigen zu konnen. Die erhaltene DNA wurde fiir
weitere Klonierungsschnitte genutzt. Fiir die Gelextraktion wurde das GenelJet Gel Extraction
Kit von der Firma Thermo Fisher Scientific GmbH (Waltham, USA) verwendet und das

Protokoll nach Herstellerangaben ausgefiihrt.

4.1.8 Ligation

Bei der Ligation katalysiert das Enzym Ligase die Bildung von Phosphodiesterbindungen

zwischen dem 5°-Phosphat- und 3‘-Hydroxylende von zwei doppelstringigen DNA-
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Fragmenten. Die Ligase verbindet sowohl glatte als auch kohidsive Enden, die zueinander
komplementir sind. Der Ligationsansatz wurde 1 h bei Raumtemperatur oder bei 16°C iiber
Nacht inkubiert. Es wurde stets ein molares Verhiltnis von 1:3 Vektor zu Insert DNA

verwendet.

Tabelle 8 Ligationsansatz

Komponente 20 pl Reaktionsansatz
T4 DNA Ligase Buffer (10x) 2ul

Vector DNA 0.020 pmol

Insert DNA 0.060 pmol
Nuklease-freies Wasser ad 20

T4 DNA Ligase 1 ul

4.1.9 Transformation zur Vervielfiltigung von rekombinanter DNA

Zur Vervielfdltigung rekombinanter DNA wurden die chemisch kompetenten E.coli-Bakterien
des ToplOF’-Stammes (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet. Es wurden 1
ug DNA oder 10 pL Ligationsansatz eingesetzt und in KCM-Puffer verdiinnt. Die E.coli-
Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut, vorsichtig mit dem DNA-Ansatz vermischt und
fiir 20 min. auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden fiir 45 Sek. bei 42°C einem Hitzeschock
ausgesetzt und anschlieBend 2 min. auf Eis inkubiert. Es wurde 1 mL LB-Medium
hinzugegeben und 1 h bei 37°C und 200 Upm inkubiert. AnschlieBend wurde die
Bakteriensuspension 1 min. bei 20.000 g zentrifugiert, das Pellet wurde in 100 uL LB-
Medium resuspendiert und auf einer LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum
ausplattiert. Die LB-Agarplatte wurde iiber Nacht bei 37°C inkubiert und am darauffolgenden

Tag konnten einzelne Kolonien ausgewihlt werden, um hiermit Vorkulturen anzuimpfen.

4.1.10 Sequenzanalyse von Plasmid-DNA

Zur Bestimmung der Nukleotidabfolge eines bestimmten DNA-Abschnitts wurde eine
Sequenzierung der Plasmid-DNA durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine Polymerasekettenreaktion
durchgefiihrt. Bei dieser Polymerasekettenreaktion wird ausgehend von einer bekannten
Sequenz einer der beiden komplementidren Stringe verldngert. Hierfiir wurde ein Sequenz-
spezifischer Primer designt. Nach der PCR wurde die DNA gefillt und anschlieend mittels
Sanger-Methode von der diagnostischen Abteilung des Instituts fiir Humangenetik

sequenziert. Da die Sequenzierung hiufig zur Uberpriifung von Plasmid-DNA nach einer
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Klonierung oder einer neuen Midiprédparation durchgefiihrt wurde, wurde die erhaltene DNA-

Sequenz anschlieBend mit der gewiinschten DNA-Sequenz verglichen.
4.1.11 Polymerase-Ketten-Reaktion zur Genotypisierung von Shank3-Knockout-Méiusen

Fiir die Genotypisierung von Miusen der Shank3of”-defizienten Mauslinie (T-Bockers,
Ulm) wurde eine Biopsie der Schwanzspitze genommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
tiberfithrt. Es wurden 50 pL DirectPCR Tail (VWR Life Science Competence Center,
Erlangen, Deutschland) und 1 pL Proteinase K (10 mg/mL) hinzugegeben. Anschliefend
wurde die Probe zur Lyse bei 55°C iiber Nacht in einem Thermomixer geschiittelt und am
nichsten Tag die Aktivitit der Proteinase durch Erhitzen fiir 45 Min bei 85°C deaktiviert. Die
Probe wurde 1 Min. zentrifugiert und 2 uL des Uberstandes wurden fiir die PCR eingesetzt.
Fiir jede Probe wurde mittels spezifischer Primer getestet, ob die Maus ein Wildtyp und/oder
defizientes Gen besitzt. So kann zwischen Shank3-Wildtyp-, Shank3-defizienten (Knockout)
und heterozygoten Tieren unterschieden werden. In Tabelle 9 ist die Zusammensetzung der

benotigten PCR-Reaktionsansitze angegeben.

Tabelle 9 PCR-Ansatz zur Genotypisierung von Méusen einer Shank3-defizienten Mauslinie
Zur Detektion des SHANK3-Wildtyp- und SHANK3-defizienten Allels mittels PCR und anschliefender Gelelektrophorese

wurden zwei PCR-Reaktionsansitze mit entsprechenden spezifischen Primern angesetzt.

Reaktionsansatz Reaktionsansatz

Wildtyp Knockout
10x Puffer/ 15mM MgCI2 ( Red ) 3uL 3uL
MgCl 25mM 0,6 uL 0,6 uL
dNTPs (10 mM) 1,5uL 1,5 uL.
Primer 1 S12 2 ul -
Primer 2 S10 - 2uL
Primer 3 AS3 2ul 2uL
Q-Solution 5x 4 uL 4 uL
Maus-DNA 2uL 2 uL.
Tag-Polymerase 0,3 uL 0,3 uL
ddH->O 14,6 uL 14,6 uL
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Die Tabelle 10 zeigt die einzelnen Schritte des verwendeten PCR-Programms.

Tabelle 10 PCR-Programm zur Genotypisierung von Shank3-Knockout-Miusen.
Es wurden eine Initiation und 30 Zyklen von Denaturierung, Annealing und Elongation durchgefiihrt.

Schritt der PCR Dauer Temperatur
Initiation 1 Min 94°C
Denaturierung 45 Sek 94 °C
Annealing 45 Sek 58°C
Elongation 45 Sek. 72 °C

Nach der erfolgten PCR wurden die Proben auf ein 1,3% iges Agarosegel mit Zusatz des
DNA -interkalierenden Farbstoffes Midori Green (NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Diiren,
Deutschland) aufgetragen und die Banden mittels UV-Strahlung detektiert. In Abbildung 5 ist
das Ergebnis einer Genotypisierung einer Shank3-WT, Shank3-heterozygoter und Shank3-

defizienter Maus dargestellt.

++ +[- /-
- 360 bp
S12-AS3
- - 190 bp
S10-AS3

Abbildung 5 Ergebnis einer Genotypisierungs-PCR von Shank3 WT (+/+), Shank3-heterozygoter (+/-) und Shank3-
defizienter (-/-) Maus.
(Schmeisser et al. 2012)

4.2 Proteinbiochemische Methoden
4.2.1 Herstellung von Zelllysaten

Sowohl HEK293T- als auch Cortexneuronen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen. Fiir die
Herstellung von HEK293T-Lysaten wurde kalter RIPA-Puffer mit Zugabe von den
Proteaseinhibitoren Pepstatin (2 pg/mL), PMSF (43,55 pg/mL) und Leupeptin (10 pg/mL)
eingesetzt, wihrend fiir die Neuronen RIPA-Puffer mit einer EDTA-freien Complete-
Inhibitor-Cocktail-Tablette (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) nach Herstellerangaben
verwendet wurde. Bei den Experimenten, bei denen die Phosphorylierung von Proteinen
mittels spezifischer Antikorper untersucht wurde, wurden zu dem RIPA-Puffer zusitzlich

Phosphatase-Inhibitoren (PhosStop-Tablette, Merck; Darmstadt, Deutschland) zugesetzt. Fiir
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die Lyse von Zellen einer 10 cm-Kulturschale wurde 1 mL RIPA-Puffer und fiir eine
Vertiefung einer Mikrotiterplatte mit 12 Vertiefungen wurden 200 uLL RIPA-Puffer mit den
entsprechenden Zusitzen eingesetzt. Die Zellen wurden mit dem entsprechenden Lyse-Puffer
15 Min. auf Eis und unter leichtem Schwenken inkubiert. Das Lysat wurde in ein 1,5 mL-
Reaktionsgefil} iiberfiihrt und anschlieBend bei 4°C und 20.000 g 20 Min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurden in ein neues ReaktionsgefiB iiberfithrt und es wurde Limmli-Puffer

zugesetzt, um die Proben in einem Immunblot zu untersuchen.

4.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die zu analysierenden Zelllysate wurden zunédchst mit Limmli-Probenpuffer versetzt und fiir
5 Min. bei 95°C erhitzt. Die einzelnen Proteine aus den Proben wurden mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach der Grofle aufgetrennt. Hierzu wurde
ein 1,5 mm-dickes Polyacrylamid-Gel mit dem BioRad Protein II-System (BioRad
Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) und der in Tabelle 11 aufgefiihrten
Zusammensetzung gegossen. Hierbei wurde abhéngig von den aufzutrennenden Proteinen ein
6%, 8%, 10% oder 12%iges Trenngel gegossen. Um die GroBe der detektierten Proteine
bestimmen zu konne, wurde ein PageRuler Plus Pre-Stained Protein Ladder Proteinmarker
(10 bis 250 kDa) von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) verwendet. Es wurden 8 L
Proteinmarker und 15-30 puLL Probe aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in SDS-PAGE-
Laufpuffer bei Raumtemperatur zunéchst fiir 5 Min. bei 100 V und dann bei 150 V bis der

Bromphenolblau-Farbstoff am unteren Rand des Gels angekommen war.

Tabelle 11 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele.
Die verwendeten Chemikalien wurden von Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) und Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
bezogen.

12%iges 10%iges 6%iges Sammelgel
Trenngel Trenngel Trenngel
ddH-O 3,2mL 3,9 mL 4,9 mL 2,8 mL
30% Acrylamid 4,0 mL 3,3mL 2,3 mL 0,7 mL
1,5 M Tris-HCl, 0,0 mL 0,0 mL 0,0 mL 0,5 mL
pH 6,8
1,5 M Tris-HCl, 2,6 mL 2,6 mL 2,6 mL 0,0 mL
pH 8.8
10% SDS 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,04 mL
TEMED 0,007 mL 0,007 mL 0,007 mL 0,003 mL

APS 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,04 mL
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4.2.3 Immunblot

Bei dem Immunblot werden die Proteine, die zuvor mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese der Grofle nach aufgetrennt wurden, auf eine Nitrozellulosemembran (GE
Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) iibertragen und anschlieBend durch
spezifische Antikorper nachgewiesen. Hierzu wurde eine Nassblotapparatur (Biorad
Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) und der entsprechende Transferpuffer
verwendet, um die Proteine bei 400 mA zu iibertragen. Nach 100 Min. wurde der Transfer
gestoppt und die Membran wurde anschlieBend 1 Std. unter Schwenken und bei
Raumtemperatur in 5% Milchpulver/TBS-T inkubiert. Der Primérantikdrper wurde
entsprechend der Herstellerangaben in 5% Milchpulver/TBS-T angesetzt und die Membran
wurde 2 Std. bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C mit dem Primirantikérper
inkubiert. Die Membran wurde drei Mal fiir 10 Min mit TBS-T-Puffer gewaschen und dann
45-60 Min bei Raumtemperatur mit dem Sekundirantikorper, der in TBS-T verdiinnt wurde,
inkubiert. Es wurde erneut drei Mal mit TBST gewaschen und die Membran wurde zur
Detektion 5 Min. in ECL-Substrat (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland)  inkubiert. Das chemilumineszente Signal wurde mittels ChemiDoc XRS
(Biorad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) detektiert und mit der Image Lab

Software (Biorad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) quantitativ ausgewertet.
4.3 Zellkultur

4.3.1 Kultivierung von HEK293T-Zellen

Bei den HEK293T-Zellen handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen (engl. human
embryonic kidney cells; Graham 1977), welche zusitzlich das SV40 large T-Antigen
exprimieren und so die DNA-Replikation von episomalen Plasmiden mit dem SV40 origin of
replication ermoglicht. Diese Eigenschaft der HEK293T-Zellen wird bei der Produktion

lentiviraler Partikel benotigt.
4.3.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Um weitere Zellen fiir die Langzeitlagerung bei -150°C herzustellen, wurden jeweils 1x10°
Zellen pro Kryorohrchen in Einfriermedium (DMEM, 10% FBS, 10% DMSO) resuspendiert.
Es wurden jeweils 1 mL Zellen in jedes Kryorohrchen pipettiert und mit einer Einfrierhilfe
iber Nacht bei -80°C heruntergekiihlt. Am darauffolgenden Tag wurden die Kryoréhrchen fiir

die Langzeitlagerung bei -150°C eingefroren. Um Zellen aus der Langzeitlagerung in Kultur
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zu nehmen wurden sie bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, in ein 50 mL-Reaktionsgefal3
tiberfithrt und tropfenweise und unter Schwenken mit 10 mL Kulturmedium versetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen 5 Min. bei 1000 g zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 10 mL Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden auf eine

10 cm-Kulturschale ausplattiert und bei 37°C und 5 % CO> inkubiert.
4.3.3 Passagieren von Zellen

Die HEK293T-Zellen wurden stets nach drei bis maximal vier Tagen passagiert. Hierzu
wurden die Zellen zunidchst mit 4-5 mL Versene gewaschen, fiir 3-5 Min mit 1 mL
IxTrypsin/Versene inkubiert und die abgelosten Zellen wurden in 9 mL Medium
resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieend in der gewiinschten Zelldichte auf weitere

Kulturschalen oder beschichtete Mikrotiterplatten ausgesiit.
4.3.4 Priparation der postsynaptischen Dichte aus dem Gehirn adulter Méuse

Zur Isolierung der postsynaptischen Dichte wurde die adulte Maus zunidchst mit
Kohlenstoffdioxid betdubt und anschlieBend dekapitiert. Die Schideldecke wurde mit einer
Schere geoffnet. AnschlieBend wurde das Gehirn nach Zugabe von 5 mL Losung A
hypotonisch lysiert und mit Hilfe eines Potters mechanisch homogenisiert. Das Homogenisat
wurde in ein 15 mL-Reaktionsgefdl {iiberfithrt und auf Eis kontinuierlich gekiihlt.
AnschlieBend wurde das Homogenisat fiir 10 Min. bei 1400 g und 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 2 mL Losung A resuspendiert und erneut bei 1400 g und 4°C 10 Min.
zentrifugiert. Der Uberstand der zweiten Zentrifugation wurde in ein neues 15 mL-
Reaktionsgefidl gegeben. Es wurde 10 Min. bei 710 g und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand wurde in Corex-Rohrchen iiberfiihrt. Es wurden 100 uL des Uberstandes mit 25 uL
SxLammli-Puffer versetzt und als P1-Probe (postnukledre Fraktion) aufbewahrt. Der restliche
Uberstand wurde nach sorgfiltigem Austarieren zur Sedimentation der Synpatosomen und
Mitochondrien bei 13800 g und 4°C 15 Min. zentrifugiert. Das Pellet wurde in 4 mL Losung
B resuspendiert. Von dieser Suspension wurden 100 mL P2-Probe zur Qualititskontrolle der
Aufreinigung abgenommen und mit 25 pL 5x Lidmmli-Puffer versetzt. Die restliche
Suspension wurde auf einen Saccharose-Gradienten aufegtragen. Hierzu wurden 1,2 molare,
1,0 molare und 0,85 molare Saccharose-Losung mit Hilfe einer Peristaltikpumpe langsam und
in der genannten Reihenfolge in ein Ultrazentrifugationsrohrchen iiberschichtet. Es wurden
jeweils 3 mL der verschiedenen Saccharose-Losungen eingesetzt. AnschlieBend wurden 3,8

mL der Protein-Losung auf den  Saccharose-Gradienten  aufgetragen. Die



4 Methoden 40

Ultrazentrifugationsrohrchen wurden 2 Std. bei 82500 g und 4°C zentrifugiert. Die weille
Fraktion der Synaptosomen lag zwischen der 1-molaren und 1,2-molaren Saccharose-Schicht
und wurde mittels einer Einweg-Pasteurpipette vorsichtig isoliert. Die Losung wurde auf ein
Volumen von 15 mL mit der Losung B aufgefiillt und es wurden 15 mL Losung C
hinzugegeben. Die Losung wurde 15 Minuten bei 4°C rotiert und anschlieend 20 Min. bei
32800 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet enthielt die PSD-Proteine; es wurde in 300 uL
Losung B resuspendiert und in 50 pL. Aliquots bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

4.3.5 Immunhistochemische Analyse von Miusen

Einen halben Tag alte Miuse (P0,5) wurden dekapitiert und die Gehirne entnommen. Die
Gehirne wurden zwei Mal in PBS gewaschen und fiir 2 Tage in 4% PFA/PBS in einem 2 mL-
Reaktionsgefid3 bei 4°C fixiert. AnschlieBend wurden die Gehirne mit PBS drei Mal
gewaschen und dann in 4,5 %iger Agarose eingebettet. Das Gewebe wurde hierzu mit
Whatman-Papier trocken getupft und anschliefend in einem kleinen Wageschilchen mit 4,5%
iger Agarose-Losung luftblasenfrei ausgegossen. Nach 30 Minuten wurde das in Agar-
eingebettete Gehirn zu einem kleinen Block zurecht geschnitten. Es wurde eine frische
Rasierklinge in das Vibratom eingespannt und das Becken wurde mit PBS gefiillt. Das
eingebettete Gehirn wurde mit Gewebekleber (Histoacryl) auf dem Probenteller fixiert und
nach dem Aushirten des Klebers in das PBS-gefiillte Becken eingesetzt. Es wurden 50 pm-
Coronalschnitte angefertigt. Die einzelnen Schnitte wurden in die mit jeweils 1 mL-PBS-
gefiillten Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit insgesamt 24 Vertiefungen iiberfiihrt und
anschlieBend gefarbt. Hierzu wurden die Schnitte zunidchst mit 0,5 mL Blockierungs-
&Permeabilisierungslosung (PBS, 10 % Pferdeserum, 0,5 % Triton X-100) versetzt und 1 Std.
inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte itiber Nacht bei 4°C mit dem primiren
Antikorper (verdiinnt in PBS mit 10 % Pferdeserum) unter leichtem Schwenken inkubiert.
Der Antikorper CD29 9EG7 erkennt spezifisch aktive Integrine , wihrend der MAB1997-
Antikorper die Gesamtintegrine erkennt. Zusitzlich wurde auch der Map2-Antikorper als
dendritischer Marker eingesetzt. Am nichsten Tag wurden die Schnitte drei Mal mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit den sekundédren Antikorpern (in PBS verdiinnt) versetzt. Es
wurden Alexa Fluor 568 (Ratte) fiir die Erkennung von Integrinen und Alexa Fluor 488
(Kaninchen) fiir die Erkennung von Map2 eingesetzt. Die Inkubation mit dem
Zweitantikorper erfolgte iiber Nacht unter leichtem Schwenken bei 4°C. AnschlieBend
wurden die Schnitte 30 Min. bei RT auf dem Schiittler mit DAPI-Losung (1 mg/mL-DAPI-
Stocklosung wurde 1:5000 in PBS verdiinnt) inkubiert. Die Schnitte wurden in PBS fiir 15
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Min. auf dem Schiittler gewaschen und anschlieBend mit Mowiol auf Objekttriger mit
Deckglédschen eingebettet. Die Objektriger wurden im Dunklen getrocknet und anschlie3end

mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.

4.3.6 Beschichtung von Mikrotiterplatten und Deckgléischen

4.3.6.1 Beschichtung mit Poly-L-Lysin

Fiir die Kultivierung der hippocampalen und corticalen Neuronen wurden Poly-L-Lysin-
beschichtete Deckglidschen (18 mm, Karl Hecht GmbH & Co KG, Sonderheim/Rhon,
Deutschland) und Mikrotiterplatten mit 12 Vertiefungen verwendet. Die Deckglidschen
wurden verwendet, um die hippocampalen Neuronen mittels immunzytochemischer Fiarbung
und Mikroskopie zu analysieren, wihrend die Mikrotiterplatten beschichtet wurden, um die
corticalen Neuronen mit Hilfe von spezifischen Antikérpern und Immunblot zu untersuchen.
Die verwendeten Deckgldschen wurden hierzu 4 Stunden bei 200°C sterilisiert und einzeln in
jeweils eine der Vertiefungen einer Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Die Deckgldschen oder auch
die Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurden mit 1 mL einer 1 mg/mL Poly-L-Lysin-Losung
in PBS iiberschichtet und bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Die Platten wurden sieben Mal mit

ddH>O gewaschen und bei 4°C gelagert.

4.3.6.2 Beschichtung mit Ornithin und Laminin

Fiir die Analyse der Integrinaktivitit wurden die Deckgldser mit Ornithin und Laminin
beschichtet. Hierzu wurden sie in Mikrotiterplatten iiberfiihrt und zunichst mit 1 mL Poly-L-
Ornithin (Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland, 0,01%) pro Vertiefung iiberschichtet. Die
Platten wurden eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend ein Mal mit 1x
PBS-Puffer gewaschen. Die Deckgldschen wurden mit 1 mL Laminin (Merck KGaA;
Darmstadt, Deutschland , 4 ug/mL) in PBS {iberschichtet, iiber Nacht im Inkubator bei 5
9%CO2 und 37°C inkubiert und am darauffolgenden Tag drei Mal mit PBS gewaschen. Die

Platten wurden bis zur Aussaat der Neuronen bei 4°C gelagert.

4.3.7 Priaparation von hippocampalen und corticalen Neuronen aus Ratten- und

Mausembryonen

Die tragende Ratte oder Maus wurde mit Kohlenstoffdioxid betdubt und anschlieend
dekapitiert. Die Ratten wurden 20 Tage nach der Verpaarung (E20) und die Méuse 16 Tage
nach der Verpaarung (E16) analysiert. Nach der Dekapitierung wurde die Bauchdecke
geoffnet und der Uterus mit den Embryonen herausgenommen. Die Embryonen wurden aus

den Fruchtblasen isoliert und dekapitiert. Die Gehirne der Embryonen wurden entnommen
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und in eine Petrischale mit 7 mL Hank’s buffered salt solution (HBSS, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) mit 100 pg/mL Penicillin/Straptavidin iberfiihrt. Unter
Verwendung eines Binokulars wurden die Hemisphiren isoliert, die Hirnhaut entfernt und die
Hippocampi in eine separate Kulturschale mit HBSS und Antibiotikum {iberfiihrt. Die
Hemisphidren ohne Hippocampus wurden separat als Cortex in einer anderen Kulturschale
gesammelt. Die Hippocampi wurden in ein 15 mL-Reaktionsgefidl iiberfiihrt, mit insgesamt
4,5 mL HBSS-Puffer mit Penizillin/Streptavidin (Pen/Strep) versetzt und es wurden 0,5 ml
10fach-konzentriertes Trypsin hinzugegeben. Die Cortices wurden hingegen mechanisch
zerkleinert, in ein 50 mL-Reaktionsgefall iiberfithrt und es wurden 45 mL HBSS mit
Pen/Strep und 5 mL Trypsin hinzugegeben. Die Hippocampi wurden 15 Min und die Cortices
20 Min. bei 37°C im Wasserbad geschwenkt. AnschlieBend wurden die Neuronen jeweils
insgesamt fiinf Mal mit MEM-Medium mit Zusatz von 0,6 % (w/v) Glucose und 10% (v/v)
Pferdeserum gewaschen. Zur Vereinzelung der Neuronen wurden die Neuronen trituriert.
Hierzu wurden sterile Glaspipetten iiber der Flamme eines Bunsenbrenners auf drei
verschiedene Groflen eingestellt und die Neuronen wurden ungefidhr 10 Mal mit jeder Glas-
Pasteurpipette durch Hoch- und Herunterpipettieren vereinzelt. Die Cortex-Neuronen wurden
zusitzlich mit einem Zellsieb (0,45 um Porengrof3e) filtriert. Die Zellzahl von Hippocampus-
und Cortex-Neuronen wurden jeweils mit einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt und es
wurden 350.000 Hippocampus-Neuronen pro Deckglidschen und 500.000 Cortex-Neuronen
pro Deckgldaschen in Mikrotiterplatten ausgesat. Hierfiir wurden die zuvor mit Poly-L-Lysin-
oder Ornithin/Laminin-beschichteten Platten verwendet. Die Neuronen wurden 3-4 Stunden
bei 5% CO; und 37°C inkubiert und anschlieBend wurde das Plattiermedium gegen das
Neuronen-Kulturmedium ausgetauscht. Die weitere Kultivierung der Neuronen erfolgte

ebenfalls bei 5% CO; und 37°C.

4.3.8 Virusproduktion

Einen Tag vor der Transfektion wurden HEK293T-Zellen auf 10cm- Platten ausgesit, so dass
sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 60% aufwiesen. Am darauffolgenden Tag
wurden die HEK293T-Zellen mittels Calcium-Phosphat-Methode transfiziert. Hierzu wurde
15 ug pLVTHM shShank3 oder Kontroll-Plasmid mit 5 pg psPAX.2 und 2,5 ug pMD2.G
zusammenpipettiert und auf ein Volumen von 900 puLL mit ddH»>O aufgefiillt. Es wurde 100 pL
Calciumchlorid (2,5 M) unter Vortexen hinzugegeben und unmittelbar danach 1000 pL
2xBBS-Puffer ebenfalls unter Vortexen tropfenweise hinzugegeben. Der Reaktionsansatz

wurde 15 Min. bei RT inkubiert und anschlieBend tropfenweise und gleichmifBig auf das
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Medium der ausgesiten HEK293T-Zellen gegeben. Es wurde wunter S2-
Sicherheitsbedingungen gearbeitet. Nach 6 Std. wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt und
5 mL frisches Medium fiir die 10 cm-Kulturschale eingesetzt. Nach 48 und 72 Std. wurde der
Virusiiberstand geerntet. Hierzu wurde der Virusiiberstand mit einem 0,45 pM-Filter filtriert
und 3 Volumeneinheiten Filtrat wurden anschlieBend mit einer Volumeneinheit Lenti-X
Concentrator (Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye, France) versetzt. Dieser Mix
wurde mindestens 30 Min. bis ii.N. bei 4°C inkubiert und dann wurden die enthaltenen
Viruspartikel bei 1500 g und 4°C fiir 45 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet wurde in 100 uL PBS resuspendiert. Das Virus wurde unmittelbar nach dem

Resuspendieren aliquotiert und bei -80°C gelagert.
4.3.9 Transfektion von priméren Neuronen

Zur Transfektion von priméren hippocampalen Neuronen, die in einer Mikrotiterplatte mit 12
Vertiefungen auf PLL-beschichteten Deckgldschen ausgesidt worden waren, wurde die
Calcium-Phosphat-Methode angewendet. Die Neuronen wurden 7 Tage nach der Aussaat
transfiziert. Zunédchst wurde in einem 1,5 mL-Reaktionsgefid3 5 ug DNA vorgelegt. Es wurde
5 uL 2,5M-CaCl> hinzugegeben und das Volumen auf 50 pL mit sterilem ddH,O aufgefiillt.
Unter Vortexen wurde 50 uLL 2xBBS-Puffer hinzugegeben und anschieBend wurde der Ansatz
15 Min. bei RT inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde dann auf die Zellen pipettiert und die
Zellen wurden 2 Std. bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Die Zellen wurden sieben Mal mit
HBSS-Puffer gewaschen und es wurde 1 mL frisches Neuronen-Kulturmedium pro

Vertiefung eingesetzt.

4.3.10 Nukleofektion von priméren Neuronen

Fiir die Nukleofektion wurde zunichst jeweils 300 uLL Neurobasal mit allen Zusitzen auf
zuvor mit Ornithin und Laminin beschichtete Deckgldaschen gelegt. Die Platten wurden
anschliefend im Inkubator vortemperiert. Des Weiteren wurden pro Nukleofektions-Ansatz
500 uL MEM-Medium mit 0,6% Glucose und 10% Pferdeserum in einem 50 mL-
Reaktionsgefid3 ebenfalls im Inkubator vortemperiert. Fiir die Nukleofektion wurde das
Nucleofector Kit der Forma Lonza (Basel, Schweiz) verwendet. Die so genannte
Ergédnzungslosung (engl. Supplement Solution) wurde mit der Nukleofektionslosung (engl.
Nucleofector Solution) vermischt. Pro Reaktionsansatz wurden 5x10° Zellen verwendet. Die
Zellen wurden 5 Min. bei 80 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen und die Zellen wurden vorsichtig in 100 uL. Nucleofektionslosung mit Zusétzen
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resuspendiert. Als nachstes wurden 3 pg der gewiinschten Plasmid-DNA mit 100 uL der Zel-
Suspension vermischt und in die dem Kit beiliegende Kiivette Luftblasen-frei iiberfiihrt. Es
wurde das Programm 0.003 des Amaxa-Nukleofektors verwendet, um die Nukleofektion
durchzufiihren. Es wurden 500 uL. von dem MEM-Medium mit Zusidtzen zu den Zellen
zugefiigt und die Zellsuspension wurde anschlieBend vorsichtig in eine Vertiefung der
Mikrotiterplatte mit dem zuvor vorgelegten Medium pipettiert. Das Medium wurde nach 4
Stunden vollstindig gegen Neuronenkulturmedium ausgetauscht. Es wurden 750 uL Medium

pro Vertiefung eingesetzt.

4.3.11 Transduktion von priméren Neuronen

Zur Transduktion von primédren Neuronen wurde 5 pL. Virussuspension pro Vertiefung einer
Mikrotiterplatte mit Neuronen sieben Tage nach der Aussaat eingesetzt. Die Virussuspension
wurde direkt in das Kulturmedium gegeben und die Platte wurde anschlieend leicht
geschwenkt. Es wurde entsprechend der S2-Sicherheitsbestimmungen gearbeitet und die
Zellen wurden anschlieend in einem fiir die Sicherheitsstufe 2 zugelassenem Inkubator bei
5% CO und 37 °C kultiviert. Mittels Virus-Infektion wird hierbei die genetische Information
fiir die Produktion eines bestimmten Proteins auf die neuronalen Zellen iibertragen. Die

infizierten Neuronen exprimieren nach erfolgreicher Transduktion das gewiinschte Protein.

4.3.12 Immunzytochemie

Die Neuronen wurden 14-16 Tage nach der Aussaat bzw. 7 Tage nach der Transfektion oder
Transduktion ein Mal mit PBS gewaschen und anschlieend 15 Min. mit 4% PFA in PBS zur
Fixierung der Zellen bei Raumtemperatur inkubiert. Die HEK293T-Zellen wurden zwei Tage
nach der Aussaat mit 4% PFA in PBS ebenfalls fiir 15 Minuten fixiert und es wurde das
gleiche Protokoll zur immunzytochemischen Farbung verwendet. Die Zellen wurden nach der
Fixierung dret Mal mit 1x PBS gewaschen und drei Minuten mit dem
Permeabilisierungspuffer (0,1 % Triton X-100 in PBS) inkubiert. Die Zellen wurden erneut
drei Mal mit PBS gewaschen und mit 10% Pferdeserum in PBS eine Std. bei Raumtemperatur
zur Blockierung unspezifischer Bindestellen inkubiert. Die primdren Antikorper wurden in
2% Pferdeserum in PBS verdiinnt. Das Deckglidschen mit den Zellen wurde iiber Nacht bei
4°C oder 2 Stunden bei Raumtemperatur mit der Antikdrper-Losung inkubiert. Die Zellen
wurden drei Mal mit PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen mit dem sekundiren
Antikorper, der in PBS verdiinnt wurde, fiir 1 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen

wurden drei Mal mit PBS und anschlieBend kurz mit doppelt destilliertem Wasser gewaschen.
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Die Deckgliser wurden mit ProLong Diamond Antifade Mountant mit oder ohne DAPI
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) auf den Objekttrigern (Karl Hecht GmbH & Co
KG, Sonderheim/Rhon, Deutschland) eingebettet.

4.3.13 Mikroskopie

Es wurden die konfokalen Mikroskope SP5 und SP8 der Firma Leica verwendet.

4.3.14 Quantitative Analyse und Statistik

Die quantitative Auswertung der durch konfokale Mikroskopie erhaltenen Bilder wurde mit
dem Imagel Fiji-Programm durchgefiihrt. Fiir die quantitative Auswertung der Immunblot-
Daten wurde die Image Lab Software von Bio-Rad (Miinchen, Deutschland) verwendet. Die
Auswertung der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mit der BD FACSDIVA™ Software
von BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland). Die statistische Signifikanz wurde mit dem

Graph Pad Prism Programm (La Jolla, USA) ermittelt.

4.3.15 Messung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) mittels

Mikroskopie

Die HEK?293T-Zellen wurden auf Mikrotiterplatten mit 12 Vertiefungen und PLL-
beschichteten Deckgldschen ausgesit, und einen Tag nach der Aussaat mittels Turbofect mit
den pFRET- und HRas-Konstrukten ko-transfiziert. Am darauffolgenden Tag wurden die
Zellen mit 4%PFA/PBS fixiert und mit Mounting Medium eingedeckelt. Fiir die
Lebendzellmikroskopie wurde das Deckgldschen allerdings in eine entsprechende
Lebendzellmikroskopie-Kammer gelegt und mit 500 pL. Kulturmedium iiberschichtet. Zur
mikroskopischen Analyse des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers wurde das konfokale
Mikroskop Leica SP5 verwendet und gleichzeitig die Emission von GFP (509 nm) und
mCherry (610 nm) aufgenommen, wihrend eine GFP-spezifische Anregung bei 488 nm
erfolgte. Um die FRET-Effizienz zu bestimmen wurde fiir die Daten-Prozessierung die
Imaris-Software eingesetzt. Der FRET-Koeffizient wurde zur {iibersichtlichen farblichen
Visualisierung in den Werten 0 bis 255 umgerechnet; hierbei entspricht der Wert 0 einem

tiefen Blau-Ton, wihrend die rote Farbe eine besonders hohe FRET-Effizienz darstellt.
4.3.15 Durchflusszytometrie

4.3.15.1 Durchflusszytometrische Analyse von HEK293T-Zellen

Die HEK293T-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion auf Mikrotiterplatten mit 12

Vertiefungen ausgesit. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit Turbofect transfiziert.



46

Hierbei wurden 1 pug Gesamt-DNA mit 100 uL serumfreiem DMEM-Medium und 2 pL
Turbofect vermischt und 15 min. bei Raumtempratur inkubiert. Der DNA-Turbofect-Mix
wurde auf die Zellen getropft. Bei den Versuchen mit EGF-Stimulation wurde 4 h nach der
Transfektion das Medium gegen Hungermedium (DMEM, 0,1% FBS) ausgetauscht. Am
darauffolgenden Tag wurden die Zellen ggf. fiir 20 min. im Inkubator mit EGF stimuliert und
anschlieBend mit 100 pL Trypsin abgelost und resuspendiert. Es wurden 500 pL
DMEM/0,1% FBS hinzugegeben und die Zellsuspension wurde in ein Rohrchen fiir die
Durchflusszytometrie iiberfiihrt. Die Fluoreszenz, sowie Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht
wurden mittels Durchflusszytometer FACS Canto II (BD Biosciences, San Jose, USA)
analysiert. Fiir die durchflusszytometrischen FRET-Messungen wurde hingegen FACS
Arialllu (BD Biosciences, San Jose, USA) eingesetzt. Bei der FRET-Messung wurde GFP mit
einer Wellenldnge von 488nm angeregt und das mCherry-Signal im PE-TexasRed-Kanal bei

610/620nm detektiert.

4.3.15.2 Durchflusszytometrische Messung von Neuronen

Die adulten Mause wurden mit CO>-Begasung betdubt und getotet. AnschlieBend wurde eine
Perfusion durchgefiihrt mit HBSS-Puffer. Das Gehirn wurde isoliert und der Hippocampus in
ein Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Es wurde 1 mL StemPro Accutase (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) pro Hippocampus eingesetzt und 30 min. auf Eis inkubiert. Anschliefend
wurde der Hippocampus trituriert und durch ein Zell-Sieb (70 um) filtriert. Die Zellen wurden
mit Tyrode’s Puffer gewaschen, in 25% Percoll/HBSS resuspendiert und mit 2 mL. HBSS-
Puffer iiberschichtet (siehe hierzu Juan et al. 2012; Guez-Barber et al. 2012). AnschlieBend
wurde bei 400 g und 22°C 25 min. zentrifugiert. Die weille Schicht und das HBSS wurden
verworfen und das Pellet wurde zwei Mal mit Tyrode s Puffer gewaschen. Die Zellen wurden
10 min. mit 4%iger PFA/PBS-Losung fixiert und erneut zwei Mal mit Tyrode’s Puffer
gewaschen. Die Inkubation mit dem jeweiligen Primirantikorper (aktive Integrine: 9EGT7;
Gesamtintegrin: MAB1997) wurde fiir 1 h bei 4°C durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit
Tyrode‘s Puffer gewaschen und dann fiir 1 h bei 4°C mit dem Sekundirantikdrper inkubiert
(anti-Ratte Alexa 647) (siehe hierzu J. Lilja et al. 2017). Die Zellen fiir die Negativ-Kontrolle
wurden nur mit dem Sekundirantikorper inkubiert. Die Fluoreszenz wurde mittels
Durchflusszytometer (FACS Canto II, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) gemessen.
Die lebendigen Zellen wurden mittels Vorwirts- (FSC) und Seitwirts- (SSC) Streulicht-
Detektoren identifiziert und die APC (Alexa 647) Intensitdt wurde analysiert.
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S Ergebnisse

5.1 Kolokalisation von Shank3 und HRas in hippocampalen Neuronen

In vorherigen Studien der Arbeitsgruppe Kreienkamp konnte die Interaktion zwischen Shank3
und HRas biochemisch gezeigt werden und festgestellt werden, dass die beiden Mutanten
Shank3-L68P und Shank3-R12C nicht mit den kleinen Ras-GTPasen Ras und Rap
interagieren (Lilja, J. et al. 2017). Um zunichst die subzellulire Lokalisation von den
Mutanten Shank3-L68P und Shank3-R12C im Vergleich zu Shank3-WT ndher zu
untersuchen, wurden hippocampale Neuronen mit diesen Konstrukten transfiziert und

immunzytochemisch angeféarbt (Abbildung 6).

Endogenes Shank3
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Abbildung 6 Immunzytochemische Analyse der Lokalisation von endogenem Shank3, Shank3-WT und den Mutanten
Shank3-L68P und Shank3-R12C.

Zur Analyse von endogenem Shank3 wurden untransfizierte Neuronen mit einem spezifischen Shank3-Antikorper (rot),
einem Map2-Antikorper (griin) und der Nukleus mittels DAPI (blau) angefirbt. Zur Analyse der Shank3-Mutanten wurden
die hippocampalen Neuronen mit Shank3-Expressionsvektoren (Shank3-WT, Shank3-L68P oder Shank3-R12C) transfiziert.
Die Shank3-Proteine (rot) wurden unter Verwendung eines myc-Antikorpers angefirbt. Zusitzlich wurden der dendritische
Marker Map?2 (griin) und der Nukleus mittels DAPI (blau) angeférbt. Skala, 10 um.
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In Ubereinstimmung mit der erwarteten synaptischen Lokalistion zeigten sowohl endogenes
Shank3 als auch Shank3-WT eine punktierte Farbung, die geclustert entlang der Dendriten
verlauft. Die gefarbten Neuronen, welche die Shank3-L68P oder Shank3-R12C-Mutanten
iberexprimieren, wurden sowohl mit der endogenen Shank3-Firbung als auch mit dem
Shank-3-Wildtyp verglichen. Es konnte festgestellt werden, dass die beiden Mutationen keine
Verinderung der jeweiligen Lokalisation der Proteine bewirken. Sowohl Shank3-WT als auch

die Mutanten Shank3-L68P und Shank3-R12C zeigen eine dhnliche Lokalisation.

Um herauszufinden, wo die Interaktion zwischen Ras und Shank3 in neuronalen Zellen

stattfindet, wurde eine entsprechende Kolokalisationsstudie durchgefiihrt.

Hierfiir wurden die Neuronen mit Konstrukten fiir die Expression von Shank3-WT und HRas-
WT transfiziert. Die betreffenden Proteine wurden immunzytochemisch angefirbt und mittels

konfokaler Mikroskopie betrachtet (sieche Abbildung 7).

Shank3-WT HRas-WT Uberlagerung

Abbildung 7 Lokalisation von Shank3-WT und HRas-WT in hippocampalen Neuronen.

Gezeigt ist eine starke Vergroferung eines Shank3-WT- (rot) und HRas-WT- (griin) iiberexprimierendes hippocampales
Neuron. Es wurde zusitzlich der dendritische Marker Map2 (weil3) angefirbt.

Sowohl das Shank3-Protein als auch HRas-WT sind in den dendritischen Dornen der
untersuchten Neuronen angereichert. Das HRas-Protein zeigt hierbei eine breitere Verteilung

und Anreicherung in den dendritischen Dornen.

5.2 Interaktionsstudie von Shank3 und kleinen G-Proteinen

In den vorhergehenden Experimenten wurde festgestellt, dass die postsynaptische
Lokalisation des Shank3-Proteins nicht durch die Mutationen Shank3-L68P und Shank3-
R12C beeinflusst wird. Da das kleine G-Protein HRas nur eine partielle Kolokalisation mit
dem Shank3-Protein aufweist, stellte sich die Frage, wo Shank3 genau mit den kleinen G-
Proteinen HRas und Rap in der Zelle interagiert. Um die Interaktion zwischen Shank3 und
kleinen G-Proteinen weiterfithrend subzellular zu untersuchen, wurde die bimolekulare
Fluoreszenz-Komplementationsmethode (engl. Bimolecular Fluorescence Complementation

Assay, BiFC), welche auch als split-YFP (engl. yellow fluorescent protein, dt. gelb-
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fluoreszierendes Protein) bezeichnet wird, verwendet. Hierzu wurden Konstrukte eingesetzt,
die zur Expression von Shank3 in Fusion mit der N-terminalen Sequenz von YFP (YN)
fiihren, sowie zur Expression von HRas in Fusion mit der C-terminalen Sequenz von YFP
(YC) fithren. Das Shank3-Fusionsprotein ist hierbei zusitzlich mit RFP (YN-Shank3-RFP-
Konstrukt) und das HRas-Fusionsprotein mit einer HA-Markierung versehen (HA-HRas-YC),
so dass auch die einzelnen Fusionsproteine in der Zelle nachgewiesen werden konnen. Die
BiFC-Methode basiert darauf, dass die YFP-Fragmente bei einer Protein-Protein-Interaktion
von Shank3 und HRas ein funktionelles YFP erzeugen und die Interaktion subzelluldr als

YFP-Signal detektiert werden kann (Kerppola 2009; Kodama & Hu 2012; Miller et al. 2015).

Die Interaktion von Shank3 und HRas wurde sowohl immunzytochemisch als auch
durchflusszytrometrisch mittels Detektion des YFP-Signals untersucht. Zunichst wurde eine
immunzytochemische Analyse von HEK293T-Zellen durchgefiihrt, die mit den Shank3- und
HRas-Konstrukten kotransfiziert worden waren. Betrachtet wurden Zellen, die entweder mit
Shank-WT, Shank3-L68P oder Shank3-R12C in Kombination mit HRas-WT, der konstitutiv-
aktiven HRas-G12V-Mutante oder der dominant-negativen HRas-S17N transfiziert wurden.
Dadurch sollte gekliart werden, ob die Bindung zwischen Shank3 und HRas abhédngig vom
Aktivierungsstatus von HRas ist. In Abbildung 8a ist ein Modell der Interaktion von Shank3-
und HRas-Fusionsproteinen gezeigt, und die immunzytochemischen Daten der

kotransfizierten HEK293T-Zellen werden in Abbildung 8b dargestellt.
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Abbildung 8 Protein-Protein-Bindungsanalyse von Shank3 und HRas mittels immunzytochemischer Bimolekularer
Fluoreszenz-Komplementationsanalyse.

A Modell der Interaktion zwischen den beiden Fusionsproteinen YN-Shank3-RFP und dem HA-markierten HRas-YC. B
HEK293T-Zellen wurden mit den angegebenen Shank3- und HRas-Konstrukten kotransfiziert. Die mit Shank3-WT
transfizierten Zellen zeigen ein starkes YFP-Signal, was auf eine starke Bindung zu HRas-WT und eine noch stirkere
Bindung zu der konstitutiv aktiven HRas G12V Mutante hindeutet. Bei den Mutanten Shank3-L68P und Shank3-R12C
wurde nur ein sehr schwaches YFP-Signal beobachtet.

In der immunzytochemischen Analyse in Abbildung 8 wird die Lokalisation der Shank3-
Proteine anhand des detektierten RFP-Signals detektiert, wihrend die Lokalisation der HRas-
Proteine mit Hilfe eines anti-HA-Antikorpers und eines sekundiren Alexa633-Antikorpers
detektiert wurde. Der Ort und die Intensitit der Protein-Protein-Bindung zwischen Shank3
und HRas wurde anhand des YFP-Signals ermittelt. Es ist deutlich erkennbar, dass die
Shank3-Proteine vermehrt als Aggregate im Zytoplasma der HEK293T-Zellen, die HRas-
Proteine dagegen vor allem an der Zellmembran lokalisiert sind. Das detektierte YFP-Signal
der HEK293T-Zellen, die mit Shank3-WT und Hras-WT transfiziert worden waren, zeigt,
dass die stirkste Protein-Protein-Interaktion von Shank3 und Hras im Zytoplasma stattfindet
und zwar in den Bereichen, in denen die Shank3-Proteine angereichert vorkommen. Es gibt
allerdings auch in geringerem Malle eine Interaktion der beiden Proteine an der
Plasmamembran. Man sieht anhand der hier prisentierten Daten deutlich, dass Shank3-WT
mit HRas-WT und noch stédrker mit der konstitutiv aktiven Mutante HRas-G12V interagiert,

wihrend bei der dominant-negativen HRas-S17N-Mutante kaum ein YFP-Signal detektiert
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werden konnte. Des Weiteren besteht ein deutlich sichtbarer Unterschied der Signalintensitit
zwischen Shank3-WT und den mit Autismus-Spektrum-Storungen assoziierten Mutanten
Shank3-L68P und Shank3-R12C. Um eine erweiterte quantitative Aussage iiber die
Interaktion von Shank3 und HRas treffen zu konnen, wurden die kotransfizierten HEK293T-
Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurden nur die lebenden Zellen, die ein
RFP-Signal aufwiesen und somit erfolgreich transfiziert worden waren, ausgewihlt und die
mittlere YFP-Signalintensitéit dieser Zellen bestimmt. In Abbildung 9 werden Shank3-WT,
Shank-LL68P oder Shank3-R12C-transfizierte Zellen betrachtet, die entweder HRas-WT,
HRas-G12V oder HRas-S17N-Varianten koexprimieren. Diese Analyse erlaubt im Gegensatz
zur Immunzytochemie eine quantitative Auswertung der YFP-Bildung und damit indirekt der

Proteininteraktionen zwischen Shank3 und HRas-Proteinen.
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Abbildung 9 Durchflusszytometrische Auswertung der bimolekularen Fluoreszenz-Komplementation durch Shank3
und HRas.

A Kotransfizierte HEK293T-Zellen wurden mittels Durchflusszytrometrie analysiert. Hierbei wurden mittels Vorwirts- (engl
Forward Scatter, FSC) und Seitwirts (engl. Side Scatter, SSC)-Streulicht die lebenden Zellen identifiziert und ausschlieBlich
die RFP-positiven Zellen bei der Analyse der mittleren YFP-Signalintensitit betrachtet. Diese Abbildung zeigt beispielhaft
die Vorgehensweise der Analyse. B+C Beide Graphen zeigen den gleichen Datensatz in unterschiedlicher Form dargestellt.
Die angegebenen Shank3-und HRas-Varianten wurden in HEK293T-Zellen koexprimiert und gemidfl A analysiert. Die
mittlere YFP-Signalintensitdt wurde auf den Mittelwert normalisiert (***p<0,001, sehr signifikanter Unterschied, TWO-
WAY-ANOVA-Test mit Bonferroni-Post-Hoc-Test; n=7).

Die Daten zeigen, dass die Koexpression von Shank3-WT und HRas-WT im Vergleich zur
dominant-negativen Mutante HRas-SI7N eine deutlich hohere YFP-Signalintensitit
verursacht und die Interaktion zwischen Shank3-WT und HRas-G12V gemessen an der

mittleren YFP-Signalintensitédt doppelt so viel YFP-Sinal wie HRas-WT erzeugt. Dahingegen
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fiihren die Mutanten Shank3-L68P und Shank3-R12C zu einer sehr viel geringeren YFP-
Signalintensitit als Shank3-WT. In Koexpression mit HRas-G12V ist die mittlere YFP-
Signalintensitit bei Shank3-R12C im Vergleich zu Shank3-WT um 25% reduziert, wihrend
die Koexpression von Shank3-L68P die mittlere YFP-Signalintensitit sogar um 50%
reduziert. Dies deutet darauf hin, dass die Mutation Shank3-L68P sich noch stirker auf die
Bindung zwischen Shank3 und Hras auswirkt als es die Mutation Shank3-R12C tut.

Die beiden Mutationen Shank3-L68P und Shank3-R12C betreffen die Shank3-SPN-Doméne
und storen wie bereits diskutiert die Bindung zwischen Shank3 und kleinen G-Proteinen wie
HRas. Die vorherigen Immunprizipitationsergebnisse der Arbeitsgrupppe Kreienkamp, die
gezeigt haben, dass Shank3-WT die konstitutiv aktive Variante von HRas bindet und die
Mutationen Shank3-L68P und Shank3-R12C hinsichtlich der Bindungsaffinitit zu HRas zu

einem molekularen Defekt fithren, konnten immunzytochemisch bestétigt werden.

Diese Form der Analyse wurde ebenfalls bei Koexpression mit der konstitutiv aktiven Rap1-
G12V-Variante durchgefiihrt. Das Rapl-Protein gehort zur Familie der Ras-Proteine und
wurde ebenso wie HRas als Interaktionspartner von Shank3 identifiziert. Die
Immunpriézipitation hatte gezeigt, dass nicht nur Ras, sondern auch Rapla und Raplb an
Shank3-WT binden und diese Bindung von den Mutationen L68P und R12C gestort wird. Bei
der bimolekularen Fluoreszenzanalyse wurden diese Resultate nun durchflusszytometrisch
iberpriift (sieche Abbildung 10).
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Abbildung 10 Protein-Protein-Bindungsanalyse von Shank3 wund Rapl mittels durchflusszytochemischer
Bimolekularer Fluoreszenz-Komplementationsanalyse.

Die YFP-N-Shank3-Varianten wurden mit YFP-C-Rap1-G12V in HEK293T-Zellen koexprimiert, und die Zellen wurden wie
in Abbildung 9 analysiert. Die Daten wurden auf den Mittelwert normalisiert (****p<0,0001, sehr signifikanter Unterschied,
TWO-WAY-ANOVA-Test mit Bonferroni-Post-Hoc-Test; n=4).

Im Vergleich zu dem bimolekularen Fluoreszenz-Komplementationsexperiment von Shank3

und HRas war die YFP-Signalintensitit in dieser Analyse von Shank3 und Rap1-G12V sehr
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viel geringer. Dies ist vermutlich dadurch zu erkldren, dass das Fusionsprotein von Rapl-
G12V mit dem C-terminalen Part von YFP in geringerer Menge exprimiert wurde als die
HRas-Fusionsproteine in den vorherigen BiFC-Experimenten. Die immunzytochemische
Analyse dieser Rap1-G12V- und Shank3-koexprimierenden Zellen war daher nicht sinnvoll;
allerdings konnten die Zellen zuverldssig und prizise mittels der sensitiveren
durchflusszytometrischer Analyse ausgewertet werden.

Dabei zeigte sich, dass Shank3-WT und Rapl-G12V miteinander interagieren und diese
Bindung sehr signifikant von den Shank3-Mutationen L68P und R12C gestort wird. Die YFP-
Signalintensitit wurde bei Expression von Shank3-L68P um 39,4% im Vergleich zum
Wildtyp reduziert und bei der Shank3-R12C-Mutante um 55,0% reduziert, dies bei einem

statistischen Signifikanzniveau von p<0,0001.

5.2 Etablierung eines Systems zur spezifischen Aktivierung des Ras-Proteins an der

Synapse

Nun stellte sich die Frage, welche Funktion diese Interaktion zwischen Shank3 und Ras-
Proteinen in Neuronen hat. Zunichst wurde versucht, Shank3 gemeinsam mit aktiven bzw.
dominant-negativen Varianten von Ras und Rap in Neuronen zu exprimieren. Da die
Koexpression von Shank3 und Ras in Neuronen aufgrund von morphologischen
Verinderungen und vermehrtem Zelltod schwierig war, konnte basierend auf der
Uberexpression dieser Proteine in Neuronen kein robuster Test zur Untersuchung der
funktionellen Bedeutung der Ras- und Shank3-Interaktion etabliert werden. Eine Alternative
ist die Herunterregulation (engl. Knockdown) eines Ras-GTPase-aktivierenden Proteins
(GAP), so dass Ras vermehrt als aktives GTP-gebundendes Ras-Protein vorliegt. Daher wurde
eine Herunterregulation von SynGAP durchgefiihrt. SynGAP ist ein Ras-GTPAse-
aktivierendes Protein, welches in den exzitatorischen Synapsen im Gehirn angereichert ist
(Myung et al. 2005). Dazu wurde ein lentiviraler Vektor generiert, der die Expression einer
SynGAP-spezifischen shRNA ermoglicht. In HEK293T-Zellen wurde der entsprechende
Knockdown-Virus und ein Kontroll-Virus hergestellt. Um die Effizienz des SynGAP-
Knockdown-Virus zu testen, wurden cortikale Neuronen mit unterschiedlichen Mengen des
Virus infiziert und das Lysat im Immunblot mit einem SynGAP-spezifischen Antikorper

untersucht (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 11 Analyse von mit SynGAP-Knockdown-Virus infizierten cortikalen Neuronen mittels Immunblot zur
Untersuchung der Effizienz.

A Modell fiir die Umwandlung von der aktiven, GTP-gebundenen Ras-Variante zur inaktiven, GDP-gebundenden Ras-Form
durch SynGAP. B Cortikale Neuronen wurden mit unterschiedlichen Mengen SynGAP-Knockdown- oder Kontrollvirus
infiziert; Zelllysate wurden im Western Blot mit den angegebenen Antikorpern analysiert. C Der in B gezeigte Immunoblot
wurde hinsichtlich der verbleibenden SynGAP-Proteinmenge analysiert und graphisch dargestellt.

Schon eine Infektion mit 5 uLL des SynGAP-Knockdown-Virus fiihrte zu einer Reduktion der
SynGAP-Proteinmenge um 92,7%. Dieser Wert zeigt, dass es sich um eine sehr effiziente
Methode zur Herunterregulation von SynGAP handelt. Aufgrund der Tatsache, dass sehr hohe
Konzentrationen des Virus die Vitalitit der Zellen beeinflussen, wurden bei weiteren

Versuchen ausschlieBlich 5 uLL Virus eingesetzt.

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob die Infektion von cortikalen Rattenneuronen
mit dem SynGAP-Knockdown-Virus zu einer signifikanten Aktivierung des Ras-Proteins
fiihrt. Hierzu wurde das Lysat von zuvor infizierten cortikalen Rattenneuronen mittels
spezifischer Antikorper untersucht, um zu iiberpriifen, ob die Ras-vermittlete Aktivitdt der
MAP-Kinase Erk erhoht ist. Ein MaB fiir die MAPK-Aktivitit ist das Verhiltnis von
phosphoryliertem Erk (phospho-Erk) zu der Gesamtmenge von Erk (Erk) (siehe Abbildung
12).
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Abbildung 12 Untersuchung der MAP-Kinase-Aktivitit von cortikalen Ratten-Neuronen nach Infektion mit einem

SynGAP-Knockdown-Virus.

A Cortikale Neuronen wurden mit SynGAP-Knockdown- oder Kontroll-Virus infiziert und die Lysate wurden mittels
spezifischer Antikorper gegen phosporyliertes Erk und dem Gesamtprotein von Erk analysiert. B Es wurde das Verhiltnis
von phospho-Erk zu Gesamt-Erk kalkuliert, um die MAP-Kinase-Aktivitidt von Erk zu bestimmen. Der Unterschied der
MAPK-Aktivitdt zwischen SynGAP-Knockdown-Virus-infizierten Neuronen und den Kontrollvirus infizierten Neuronen
wurde mittels ungepaartem T-Test analysiert und ist signifikant (**p<0,01; n=2).

Die Analyse der MAPK-Aktivitit der mit dem SynGAP-Knockdown-Virus infizierten
Neuronen im Vergleich zu Neuronen, die mit einem Kontroll-Virus infiziert worden waren,
zeigte, dass der Verlust von SynGAP zu einer signifikanten Erhthung der MAPK-Aktivitit
fiihrt. Somit ist bewiesen worden, dass die Herunterregulation von SynGAP zu einer
gesteigerten Ras-Aktivitit fiihrt. Dies ist ein
vielversprechender Ansatz zur Untersuchung des Shank3-Proteins nach Aktivierung von

synaptisch lokalisierten Ras-Proteinen.
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5.3 Untersuchung des Einflusses der Rap-Aktivierung auf die Lokalisation von Shank3

in hippocampalen Neuronen

Zur weiteren funktionellen Analyse der Interaktion von Shank3 und dem kleinen G-Protein
Rap wurde untersucht, ob die Rap-Aktivierung zu einer Verdnderung der Shank3-Verteilung
in  hippocampalen = Neuronen  fithrt.  Zur  Rap-Aktivierung  wurde  8-(4-
Chlorophenylthio)adenosin-3',5"-cyclisches ~ Monophosphat  (8-CPT-cAMP) eingesetzt.
Hierbei handelt es sich um ein cAMP-Analogon, welches den Guanin-Austauschfaktor (GEF)
Epac2 spezifisch stimuliert. Hierdurch wird die Menge an GTP-gebundenem, aktivem Rap
gesteigert (Woolfrey et al. 2010). Nach der Behandlung mit 8-CPT wurde
immunzytochemisch analysiert, ob Shank3 bei Rap-Aktivierung vermehrt an die Synapse
rekrutiert wird. Hierzu wurden die Neuronen von Shank3-defizienten Miusen (E16) nach 7
Tagen in Kultur mit einem Shank3-WT-Konstrukt transfiziert und nach 14 Tagen in Kultur
wurden die Neuronen fiir 60 Minuten mit 8-CPT behandelt und anschlieBend fixiert. Die
Neuronen wurden immunzytochemisch fiir Shank3, den dendritischen Marker Map2 und den
prasynaptischen Marker vGlut gefirbt, und anschlieBend mittels konfokaler Mikroskopie
untersucht. Hierbei wurden von jedem Neuron fiinf Abschnitte der Dendriten betrachtet und
mittels ImageJ-Fiji-Software hinsichtlich der Shank3-Signalstirke in dendritischen Dornen
und dendritischem Schaft an jeweils fiinf Regionen untersucht. In Abbildung 13 sind
beispielhafte immunzytochemische Firbungen der Shank3-WT-iiberexprimierenden Maus-
Neuronen und die Analysenergebnisse der Shank3-Signalstirke von dendritischen Dornen,
dendritischem Schaft und dem Verhiltnis dieser beiden Signalstiarken gezeigt. Es wurden 8-

CPT-behandelte und unbehandelte Zellen miteinander verglichen (sieche Abbildung 13).
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Abbildung 13 Analyse der Shank3-Lokalisation in Abhingigkeit von der Rap-Aktivierung mittels 8-CPT.

Die hippocampalen Neuronen von Shank3-defizienten Mausen (E16) wurden mit einem Expressionskonstrukt fiir Shank3-
WT-myc transfiziert. Shank3-WT (rot), der prasynaptsche Marker VGlut (griin) und der dendritische Marker Map2 (weif3)
wurden mittels spezifischer Antikorper angefirbt. Es wurde die Signalstirke von Shank3 in den dendritischen Dornen und im
dendritischen Schaft mittels ImageJ-Fiji analysiert, indem die Signalintensitit von jeweils fiinf Regionen (engl. Region of
Interest, ROI) gemessen wurde. Die Kalkulation des Verhiltnisses der Signalstirken von Dornen und Schaft ist ein Mal fiir
eine Verteilungsidnderung des Shank3-Proteins und zeigt in einem ungepaarten T-Test keinen signifikanten Unterschied
(n=25).

Die Analyse der Shank3-Signalstirke von dendritischen Dornen und dendritischem Schaft
zeigt, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen 8-CPT-behandelten und

unbehandelten Mausneuronen gibt. Dies bedeutet, dass die Behandlung von Shank3-
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defizienten Mausneuronen zu keiner verdnderten Rekrutierung des Shank3-Proteins an die

Synapse fiihrte.
5.4 Untersuchung von Konformationsinderungen im N-terminalen Bereich von Shank3

Die Arbeitsgruppe von Prof. Kreienkamp hatte 2013 eine intramolekulare Interaktion
zwischen der N-terminalen SPN-Doméne, und der ARR-Doméine nachgewiesen (Mameza et
al. 2013). Diese intramolekulare Bindung wurde durch die Shank3-L68P-Mutante blockiert;
dies ermoglicht eine intermolekulare Bindung zwischen der ARR-Domine und

Interaktionspartnern der ARR.

Um die intramolekulare Bindung zwischen Shank3-SPN und ARR-Domine néher zu
untersuchen, wurden Konstrukte generiert, die die codierenden Sequenzen fiir die ersten 375
Aminosduren von Shank3 und fiir GFP und mCherry beinhalten. Hierbei flankieren die N-
terminale GFP- und die C-terminale mCherry-Sequenz die N-terminalen Doménen von
Shank3. Es wurden sowohl Shank3-WT als auch R12C und L68P-Mutanten erzeugt. Es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich GFP und mCherry bei einer intramolekularen
Bindung von SPN- und ARR-Domine so nahe kommen, dass man einen Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET) mittels konfokaler Mikroskopie oder

Durchflusszytometrie messen kann.

(Do = sPN — ARR —ED

Abbildung 14 Schematische Darstellung des GFP-SPN-ARR-mCherry-Konstrukts, bei dem GFP als Donor und
mCherry als Akzeptor fungiert.

GFP wird angeregt und bei geringer rdumlicher Distanz zwischen GFP und mCherry findet ein Fluoreszenz-Energie-Transfer
(FRET) auf das mCherry-Fluorophor statt, so dass eine mCherry-Emission detektiert werden kann.

Fir die Analyse der Konformationsdnderung von Shank3 in Abhingigkeit von der Ras-
Bindung wurden HEK293T-Zellen mit den entsprechenden GFP-Shank3-mCherry-
Konstukten (Shank3-WT, Shank3-L68P, Shank3-R12C) und HRas-WT Kkotransfiziert und in
einem Lebendzellmikroskopie-Experiment wurde eine FRET-Analyse wihrend einer 20-
miniitigen EGF-Stimulation durchgefiihrt, um den Einfluss der Ras-Aktivierung auf die

Shank3-Konformation zu testen (sieche Abbildung 15).



5 Ergebnisse 59

Shank3 WT

Shank3 L68P

Shank3 R12C

| N
a 1

FRET-Signalintensitat

Abbildung 15 Analyse des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers bei HEK293T-Zellen, die mit GFP-Shank3-
mCherry-Konstrukten (WT, L68P, R12C) und HRas-WT Kkotransfiziert wurden, zur Untersuchung der
Konformationsinderung von Shank3 in Abhéngigkeit von der Ras-Aktivierung.

Bei dem Experiment wurde GFP angeregt und die Emission von mCherry gemessen. Die Daten wurden mit der Imaris-
Software prozessiert und die FRET-Signalstirke wurde farbkodiert in 256 Farben dargestellt; hierbei entspricht die
dunkelblaue Farbe einem niedrigem FRET-Signal (FRET=0) und die dunkelrote Farbe einem sehr hohen FRET-Signal
(FRET=1). Eine hohe FRET-Signalstirke deutet auf eine geschlossene Konformation von Shank3 hin wihrend eine niedrige
FRET-Signalstirke eine offene Konformation von Shank3 bedeutet.

Die FRET-Analyse der mit GFP-Shank3-mCherry und HRas-WT-transfizierten HEK293T-
Zellen zeigt, dass Shank3-WT im Vergleich zu den Mutanten Shank3-L68P und Shank3-
R12C eine deutlich hohere FRET-Signalintensitdt und somit mehr intramolekulare Bindungen
aufweist. Des Weiteren konnte auch im Lebendzell-Experiment gezeigt werden, dass die
FRET-Signalintensitdt durch EGF-Stimulation beeinflussbar ist. Man kann deutlich anhand
der Regionen mit hoher FRET-Signalintensitdt sehen, dass sich iiber die Zeit nach EGF-
Stimulation die Verteilung der Regionen mit hoher FRET-Signalintensitit dndert. Die FRET-
Signalintensitdt nimmt in Abhingigkeit von der EGF-Stimulation in manchen Regionen ab,
wihrend in anderen Regionen neue Areale mit hoher FRET-Signalintensitit entstehen. Bei

den beiden Shank3-Mutanten hat die Stimulation hingegen keine Auswirkungen auf das
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Muster der FRET-Signalintensititen. Daraus ldsst sich schlieen, dass Shank3-WT zur
intramolekularen Bindung zwischen SPN- und ARR-Domine fihig ist, wihrend dies bei den
Mutanten nicht der Fall ist, und, dass die Konformation von Shank3-WT durch die

Stimulation von Ras kurzfristig verdndert wird.

Zur quantitativen Untersuchung der FRET-Signalintensitit wurden mit GFP-Shank3-mCherry
und HRas-Konstrukten kotransfizierte HEK293T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert.
Dieser Messung liegt das gleiche Prinzip wie bei der vorherigen immunzytochemischen
Messung zugrunde; es wurde das GFP angeregt und die Emission des mCherry-Signals
gemessen. Es wurde untersucht, welchen Einfluss die Koexpression von Hras-WT, Hras-
G12V und H-Ras-S17N auf die intramolekulare Bindung zwischen SPN- und ARR-Doméne
hat, indem die mittlere FRET-Signalintensitdt bestimmt wurde. Zusitzlich wurde der Effekt

der Ras-Aktivierung mittels EGF-Stimulation untersucht (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16 Durchflusszytometrische Messung der FRET-Signalintensitit bei HEK293T-Zellen, die mit GFP-
Shank3-mCherry-Konstrukten transfiziert wurden.

A Bei dem durchgefiihrten durchflusszytometrischen Experiment wurden Shank3-transfizierte Zellen analysiert, die mit
HRas-WT, HRas-G12V, HRas-S17N oder dem Leervektor kotransfiziert worden waren. Anhand des Vorwirts- (FSC) und
Seitwirts-(SSC) Streulicht wurden die lebenden Zellen identifiziert. AnschlieBend wurde die mittlere FRET-Signalintensitét
der transfizierten Zellen gemessen. B Die Daten zur mittleren FRET-Signalintensitét der kotransfizierten HEK293T-Zellen
wurden graphisch dargestellt. Es wurden signifikante Unterschiede zwischen Shank3-WT und den Mutanten Shank3-L68P
und Shank3-R12C festgestellt (TWO-WAY-ANOVA Test, Bonferroni-Post-Hoc-Test, ***p<0,001, n=4). C In diesem
Experiment wurde untersucht, ob die Aktivierung von HRas via EGF-Stimulation einen Effekt auf die Konformation von
Shank3 hat. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen EGF-stimulierten und unstimulierten Zellen detektiert

werden (TWO-WAY-ANOVA Signifikanztest, keine Signifikanz).
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Die durchflusszytometrische Analyse der mit GFP-Shank3-mCherry und HRas-Konstrukten
transfizierten HEK293T-Zellen zeigt, dass Shank3-WT im Vergleich zu den Mutanten
Shank3-L68P und Shank3-R12C eine signifikant hohere FRET-Signalintensitit aufweist. Die
Koexpression von HRas-WT und der konstitutiv aktiven HRas-G12V-Mutante bewirkte im
Vergleich zu der Kotransfektion mit dem Leervektor oder der dominant-negativen HRas-
S17N-Mutante nur eine geringfiigige Erhohung der FRET-Signalintensitidt. Des Weiteren
hatte die Stimulation mit EGF keinen Effekt auf die Gesamt-FRET-Signalintensitdt. Somit
konnte anhand der durchflusszytometrischen Daten nachgewiesen werden, dass Shank3-WT
eine starke intramolekulare Bindung zwischen SPN- und ARR-Doménen aufweist, wahrend
die intramolekulare Bindung bei Shank3-R12C reduziert und bei Shank3-L68P stark reduziert
ist. In der durchflusszytometrischen Analyse konnte allerdings nicht nachgewiesen werden,
dass HRas-Aktivitit einen Einfluss auf die FRET-Signalintensitit und somit auch auf die
Konformation von Shank3 hat. Dies zeigt, dass trotz der Verteilungsinderung der Signale
hoher FRET-Intensitit (die in der mikroskopischen Analyse beobachtet wurde) die FRET-
Gesamtintensitét nicht veridndert ist. Somit scheint die HRas-Aktivitét dafiir verantwortlich zu
sein, dass intramolekulare Bindungen aufgeldst werden und neue intra- und intermolekulare
Bindungen von Shank3-Proteinen eingegangen werden konnen. Dies ist ein erster Hinweis

auf dynamische Verdanderungen im Shank3-Protein nach Aktivierung von Ras.

5.5 Untersuchung der Proteinmenge von Ras-Proteinen in der postsynaptischen Dichte

bei Verlust von Shank3

Um zu untersuchen, ob Ras durch die Bindung an Shank3 vermehrt an die postsynaptische
Dichte rekrutiert wird, wurde die postsynaptische Dichte aus Gehirnen von WT und Shank3-
Knockout-Miusen isoliert. Bei diesen Miusen handelt es sich um ProSAP2/Shank3ap”
Mause, die nur die Shank3-Isoformen exprimieren, die keine SPN- und ARR-Doméne
enthalten. Dieses Mausmodell ist daher ideal, um gezielt zu untersuchen, inwiefern die Menge
an Ras-Proteinen von dem Verlust der Shank3-Isoformen mit einer SPN-Domiine beeinflusst
wird. Bei der Untersuchung wurden Proteinlysate der postsynaptischen Dichte mittels
spezifischer Antikorper fiir die Shank3-Isoformen und die Ras-Proteine (HRas, KRas, NRas)
analysiert und die Shank3-Proteinmenge normalisiert auf die Menge von alpha-Tubulin (siche

Abbildung 17).
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Abbildung 17 Analyse der postsynaptsichen Dichte von Shank3-WT und Shank3ef”-Miusen beziiglich der Menge
von Ras-Proteinen.

A Die Postsynaptische Dichte wurde aus Vorderhirn-Lysat isoliert. Die Shank3-Isoformen und Ras-Proteine wurden mittels
spezifischer Antikorper detektiert. Shank3-defiziente Méuse (Shank3-Knockout; KO) zeigen einen Verlust der Shank3-
Isoformen, welche die SPN-Domine aufweisen. B Die Menge an Ras-Proteinen wurde quantifiziert und normalisiert auf die
Menge von alpha-Tubulin (n=6, ungepaartert T-Test, p=0,066).

Anhand des Immunblots ist erkennbar, dass nur die langen Isoformen von Shank3 bei der
Shank3-defizienten Maus fehlen. Des Weiteren wurde die Menge an Ras-Proteinen
quantifiziert und festgestellt, dass ein geringer, aber nicht signifikanter Unterschied zwischen
Shank3-WT und —KO-Tieren zu sehen ist. Die Shank3-defizienten Méduse weisen geringfiigig
weniger Ras-Proteine als die WT-Maiuse in der postsynaptischen Dichte auf. Es wurde somit
keine Schliisselrolle von Shank3 bei der Rekrutierung von Ras-Proteinen (HRas, KRas, NRas)
an die postsynaptische Dichte nachgewiesen. Da es keine verlédsslichen Antikorper fiir die
einzelnen Ras-Proteine gibt, konnte nicht untersucht werden, ob moégliche Unterschiede der
einzelnen Ras-Proteine (HRas, KRas oder NRas) hinsichtlich der Rekrutierung zur Synapse
via Shank3-Bindung bestehen. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass die SPN-
Domine des an der postsynaptischen Dichte hochregulierten Shank1-Proteins (Schmeisser et
al. 2012) bei Shank3-defizienten Méusen die Funktion der Rekrutierung von Ras-Proteinen

tibernimmt.
5.6 Analyse der Ras-vermittelten MAPK- und PI3K-Signalwege bei Verlust von Shank3

Zur weiteren funktionellen Analyse der nachgewiesenen Shank3-Ras-Interaktion wurden Ras-
vermittelte Signalwege betrachtet, um zu klédren, ob die Interaktion dieser beiden Proteine
einen Einfluss auf die Aktivitét dieser Signalwege hat. Es wurde untersucht, ob die bekannten
MAP-Kinase- und PI3K/Akt- Signalwege, welche durch Ras vermittelt werden (Borrie et al.
2017; Castellano & Downward 2011), durch den Verlust von Shank3 beeinflusst werden.
Vorherige Ergebnisse der Arbeitsgruppe Kreienkamp haben gezeigt, dass die Uberexpression

von Shank3-WT die Aktivierung des MAPK-Signalweges durch aktives HRas in HEK293T-
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Zellen hemmt. Diese Hemmung kann nicht durch die beiden Shank3-Mutanten L68P und
R12C erreicht werden (unpublizierte Daten). In dieser Analyse wurden nun Shank3-Wildtyp-
und Shank3-defiziente Miuse beziiglich der Aktivitit der Ras-vermittelten MAPK- und
PI3K/Akt-Signalwege iiberpriift, um eine Aussage dariiber machen zu kénnen, ob Shank3 in
vivo einen Einfluss auf diese Signalwege hat. Aufgrund der in vitro Daten wurde vermutet,
dass Shank3 den MAPK-Signalweg als Negativregulator beeinflusst. Eine mogliche
Hypothese hierbei ist, dass Shank3-WT an das GTP-gebundene Ras-Protein bindet und es
daran hindert seine Funktion im MAPK- und PI3K/Akt-Signalweg auszufiihren. Somit wurde
vermutet, dass Shank3-defiziente Madiuse eine erhohte Aktivitit bei Ras-vermittelten
Signalwegen zeigen wiirden. Die Aktivitit des MAPK-Signalweges wurde mittels phospho-
Erk und Erk-Antikorpern und die Aktivitdt des PI3K/Akt-Signalweges mittels phospho-Akt
und  Akt-Antikérpern  bei  Verwendung von  Vorderhirn-Lysat bestimmt. Der
Phosphorylierungsstatus wurde aus dem Quotienten aus phosphorylierter und Gesamtmenge

des Signalproteins berechnet (sieche Abbildung 18).
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Abbildung 18 Aktivitit der MAPK- und Akt-Signalwege im Gehirn Shank3-defizienter Miuse.

Sowohl Hippocampus- als auch Cortex-Lysate von Wildtyp (WT) und Shank3-defizienten Mausen (Knockout, ko) wurden in
einem Immunblot mit spezifischen Antikorpern fiir phospho-Erk, Erk (A), phospho-Akt und Akt (C) untersucht. Um die
Aktivitdit des MAPK- und PI3K-Signalweges zu berechnen, wurde das Verhiltnis von phospho-Erk/Erk (B) und phospho-
Akt/Akt (D) kalkuliert.

Die Analyse der Aktivitit der MAPK- und PI3K-Signalwege von Shank3-Wildtyp und

Shank3-defizienten Miusen ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
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Genotypen. Sowohl der MAPK- als auch der PI3K-Signalweg werden somit nicht durch den
Verlust von Shank3 beeintrichtigt. Das Resultat des Immunblots widerlegt die auf in vitro-
Daten basierende Hypothese, dass die Ras-vermittelten MAPK- und PI3K-Signalwege von
Shank3 in vivo beeinflusst werden. Eine mogliche Erklarung fiir diesen Befund konnte darin
bestehen, dass Shankl den Funktionsverlust von Shank3 aufgrund der Shankl-
Hochregulation in der postsynaptischen Dichte von Shank3-defizienten Miusen kompensiert.
Diese Hypothese wird unterstiitzt durch weitere in vitro Daten, die zeigen, dass auch die
Shankl—Uberexpression, aber nicht die Uberexpression von Shank?2, die MAPK-Aktivitit in
HEK293T-Zellen reduziert (unpublizierte Daten).

5.7 1dentifizierung von Shank3 als Negativregulator des kleinen G-Proteins Rap

Interessanterweise berichtete unser Kooperationspartner Igor Barsukov (Liverpool, England),
dass das Rapl-Protein in einer ITC- (isotherme Titrationskalometrie) Analyse eine etwa
10fach hohere Bindungsaffinitdt zu Shank3 aufwies als das Ras-Protein. Das Rapl-Protein
gehort ebenfalls zur Familie der Ras-Proteine und ist dafiir bekannt, dass es das
Neuritenwachstum bei Neuronen reguliert. In Zusammenarbeit mit Fatemeh Hassani Nia
fokussierten wir uns insbesondere auf das Integrin-abhingige Neuritenwachstum. Hierzu
wurden Shank3-WT-GFP oder Shank3-L68P-GFP Konstrukte mittels Nukleofektion direkt
nach der Priparation eingebracht und die Zellen wurden anschlieBend auf Laminin-
beschichtete Platten ausgesit, da es sich bei Laminin um einen Integrin-Liganden handelt.
Anschliefend wurde sowohl die Linge der Neuriten als auch die Anzahl von dendritischen
Endspitzen von Shank3-WT oder Shank3-L68P-exprimierenden Neuronen einen Tag nach
Aussaat der Zellen bestimmt. Es wurden 7 unabhingige Experimente mikroskopisch
durchgefiihrt und die Neuritenldnge wurde mittels Fiji-Software gemessen (siehe Abbildung

19).
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Abbildung 19 Untersuchung der Rapl-abhiingigen Neuritenentwicklung in Shank3 WT oder L68SP
iiberexprimierenden corticalen Neuronen.

A Beispielhafte Bilder von Shank3-WT-GFP oder Shank3-L68P-GFP iiberexprimierenden corticalen Neuronen der Ratte,
welche am Tag der Préparation mittels Nukleofektion transfiziert und einen Tag nach der Aussaat auf Laminin-beschichteten
Platten fixiert wurden. Die Neuronen wurden mit einem MAP2-spezifischen Antikdrper und dem sekundiren Antikorper
Alexa-633 angefirbt. B Die Graphen zeigen die Daten zur Gesamt-Neuritenldnge, mittleren Neuritenldnge und Anzahl
dendritischer Endspitzen der Neuronen, Die Messung der Neuritenlidnge erfolgte anhand der Map2-Firbung mittels Fiji-
Software (Mittelwert +/- Standardfehler; n=7 unabhéngige Experimente; statistische Analyse: Student‘s T-Test).

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass die Uberexpression der Shank3-L68P-Mutante im
Vergleich zu Shank3-WT eine Verringerung der Neuritenldnge und eine Reduzierung der

Anzahl dendritischer Endspitzen bewirkte. Dieser Unterschied ist allerdings nicht signifikant.
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Des Weiteren wurde in Kooperation mit Johanna Ivaska’s Arbeitsgruppe (Turku, Finland) die
funktionelle Bedeutung der mit Autismus-Spektrum-Stérungen assoziierten Mutationen bei
der Regulation der Integrinaktivierung untersucht. Es ist bekannt, dass das Rapl-Protein in
seiner aktiven und GTP-gebunden Form in einem Komplex mit Riam und Talin die
Aktivierung von Integrinen induziert. Johanna Ivaska’s Arbeitsgruppe zeigte anhand von
Untersuchungen von Tumorzellen, dass die Integrinaktivierung von Shank3 beeinflusst wird,
wihrend in dieser Arbeit Neuronen untersucht wurden. Es wurde zundchst eine
durchflusszytometrische Messung von Neuronen adulter Shank3-WT- und Shank3-Knockout-
Maiuse durchgefiihrt, bei der die Signalintensititen von Gesamt-Integrin und aktiven
Integrinen gemessen wurden. Hierfiir wurden die hippocampalen Neuronen von Shank3-
defizienten (Knockout, KO) oder Shank3-Wildtyp Miusen mit den spezifischen Antikorpern
fiir Gesamtintegrine (MAB1997) und aktive Integrine (9EG7) angefirbt. Das Verhiltnis der
Menge an aktiven Integrinen zu der Gesamtmenge an Integrinen gibt Aufschluss iiber das
Mall der Integrinaktivierung von Shank3-defizienten Miusen im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20 Durchflusszytometrische Bestimmung der Integrinaktivitit bei adulten Shank3-defizienten und
Shank3-Wildtyp Miusen.

A Hippocampale Neuronen wurden mit spezifischen Antikorpern fiir Gesamtintegrine und aktive Integrine (9EG7) angefirbt.
Als sekundérer Antikorper wurde jeweils Alexa Fluor 647-anti-rat eingesetzt. Beispielhaft sind hier die Histogramme von
einer Shank3-Wildtyp- und einer Shank3-defizienten Maus gezeigt. Die Histogramme zeigen, wieviele Zellen eine bestimmte
Alexa-647-Signalstirke aufwiesen. B Es wurde die mittlere Signalintensitét von aktivem und Gesamt-Integrin bestimmt und
die Integrinaktivitit (aktiv/Gesamtintegrin) kalkuliert. Die Integrinaktivitit ist leicht, jedoch nicht signifikant, erhoht bei
Shank3-defizienten Mausen (n=3 unabhingige Experimente; T-Test: p=0,57).
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In der durchflusszytometrischen Analyse von adulten Shank3-defizienten Miusen konnte nur
eine leichte Erhohung der Integrinaktivititssignalstirke festgestellt werden; der Unterschied
zu Shank3-Wildtyp-Méusen war nicht signifikant. Die immunhistochemische Firbung von
adulten Mausen mit den spezifischen Antikorpern fiir Gesamtintegrine und aktive Integrine
bestitigte, dass die Signalintensititen sowohl bei Gesamtintegrinen als auch aktiven
Integrinen nur sehr gering war (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Tatsache, dass B1-
Integrine besonders wichtig fiir die neuronale Entwicklung des Cortex (Corticogenese) sind
(Graus-porta et al. 2001), wurden weitere immunhistochemische Farbungen im frithen
postnatalen Stadium P0,5 durchgefiihrt. Hier wurden wieder die Gehirne von Shank3of”-
Miusen mit denen von WT-Miusen (P0,5) verglichen. Hierbei wurde mittels spezifischer
Antikorper sowohl Gesamt-Integrin als auch aktives Integrin angefarbt. Des Weiteren wurde
auch der dendritische Marker Map2 angefiarbt und die Zellkerne mittels DAPI-Féarbung
sichtbar gemacht. In Abbildung 21 ist zundchst die immunhistochemische Firbung von

Gesamt-Integrin, Map2 und DAPI dargestellt.
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Abbildung 21 Immunhistochemische Féirbung von Gesamt-Integrin bei Shank3-defizienten (KO) Miiusen im
Vergleich zu Wildtyp (WT)-Méusen.

Beispielhafte Bilder von immunzytochemischen Férbungen. Es wurden immer zwei P 0,5-Miuse des jeweiligen Genotyps
(WT oder KO) untersucht. Die coronalen Schnitte wurden mittels spezifischer Antikorper fiir Gesamt-Integrin (Alexa-568)
und MAP2 (Alexa-488) angefirbt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI-Féarbung sichtbar gemacht. Die Aufnahmen wurden
mittels konfokaler Mikroskopie durchgefiihrt.

Anhand der immunhistochemischen Daten von Gesamtintegrinen von Shank3-defizienten
Mausen ist zu sehen, dass bei den Priparaten von Shank3-Knockout-Tieren eine deutlichere
Integrinfairbung erkennbar ist als bei den Wildtyp-Tieren. Abbildung 22 zeigt die

immunhistochemische Farbung von aktivem Integrin, Map2 und DAPI.
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Abbildung 22 Immunhistochemische Fiarbung von aktivem Integrin bei Shank3-defizienten (KO) Miusen im
Vergleich zu Wildtyp (WT)-Miiusen.

Beispielhafte Bilder von immunzytochemischen Fiarbungen. Es wurden immer zwei P0,5-Mduse des jeweiligen Genotyps
(WT oder KO) untersucht. Die coronalen Schnitte wurden mittels spezifischer Antikorper fiir aktives Integrin (Alexa-568)
und MAP2 (Alexa-488) angefirbt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI-Féarbung sichtbar gemacht. Die Aufnahmen wurden
mittels konfokaler Mikroskopie durchgefiihrt.

Die immunhistochemische Analyse von aktiven Integrinen ergab, dass die Préparate Shank3-
defizienter Miuse ein etwas stirker ausgeprigtes Integrinmuster (in Abbildung 22 mit Pfeilen
kenntlich gemacht) als bei den Shank3-Wildtyp-Madusen aufwiesen. Somit lédsst sich
vermuten, dass durch den Verlust von Shank3 die Gesamtmenge von Integrinen und die

Integrinaktivitit gesteigert sind.

Die immunhistochemischen Daten lieBen vermuten, dass die Abwesenheit des Shank3-

Proteins einen Einfluss auf die Gesamtintegrinmenge und Integrinaktivitit hat. Um dies nun



5 Ergebnisse 71

immunzytochemisch nidher untersuchen zu konnen, wurden corticale Neuronen aus E16-
Mausembryonen (aus einer Verpaarung von zwei Knockout-Tieren der Shank3of”-Linie)
préapariert und eine Nukleofektion mit Shank3-WT-GFP oder Shank-L68P-GFP durchgefiihrt.
Die Zellen wurden anschlieBend auf Laminin und Ornithin-beschichteten Deckgldschen
ausgesit. Einen Tag nach der Aussaat und Nukleofektion wurden die Zellen fixiert und bei
der immuncytochemischen Analyse wurde aktives Integrin spezifisch angefarbt und in den
Wachstumskegeln betrachtet (sieche Abbildung 23). Dieses Experiment wurde in

Zusammenarbeit mit Johanna Lilja und Johanna Ivaska (Turku, Finnland) durchgefiihrt und

ausgewertet.
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Abbildung 23 Untersuchung des Einflusses von Shank3 auf die Integrinaktivierung.

A Shank30f” corticale Neuronen wurden mit Shank3 WT-GFP- oder Shank3 L68P-GFP-Konstrukten transfiziert und auf
Laminin ausplatttiert. Die Zellen wurden einen Tag nach dem Ausplattieren fixiert und spezifisch mit einem Antikorpger
gegen aktives Integrin (9EG7) angefirbt. Gezeigt werden beispielhafte Bilder von neuronalen Wachstumskegeln. B Die
Signalstirke aktiver Integrine wurde anhand der Intensitéit der Signale fiir aktives Integrin relativ zur Flidche berechnet
(Mittelwert+/- Standardfehler; Student‘s T-Test: p<0,0001, sehr hohe Signifikanz).

Die Uberexpression von Shank3-WT reduzierte die Menge aktiver Integrine in
Wachstumskegeln relativ zur Flache im Vergleich zur Shank3-L68P-Mutante. Somit konnten
die immunhistochemischen Daten bei der gezielten Analyse der Wachstumskegel von
cortikalen Mausneuronen bestitigt werden. Die schwichere Firbung aktiver Integrine ist
vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass Shank3-WT an GTP-gebundenes Rap bindet und
dadurch den Rap-Integrin-Signalweg blockiert.
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6 Diskussion

Synaptopathien sind neurologische Erkrankungen, die auf eine Fehlfunktion der Synapsen
zuriickzufithren sind (Grabrucker et al. 2011a). Bekannte Synaptopathien sind die
Alzheimer’sche  Erkrankung,  Schizophrenie  und  Autismus-Spektrum-Storungen.
Interessanterweise spielt das postsynaptisch lokalisierte Geriistprotein Shank3 bei allen
genannten Synaptopathien eine Rolle. Bei der Alzheimer’schen Erkrankung wurde ein
gravierender Verlust von Shank3 festgestellt (Gong et al. 2009; Pham et al. 2010). Bei der
Schizophrenie (Gauthier et al. 2010; Grabrucker et al. 2014) und den Autismus-Spektrum-
Storungen wurden bei einigen Patienten SHANK3-Mutationen (Betancur & Buxbaum 2013;
Bonaglia et al. 2001; Chen et al. 2014; Durand et al. 2007; Sebat et al. 2007; Wes et al. 2014)
gefunden. Bisher wurde in zahlreichen Studien die Rolle von Shank3 als Geriistprotein
erforscht und untersucht, inwiefern sich der Verlust von Shank3 oder eine SHANK3-Mutation
auf die Rekrutierung anderer Proteine an die Synapse, die synaptische Funktionalitit und das
Verhalten der betroffenen Organismen auswirkt. Zu Beginn meiner Doktorarbeit stand der
Befund der Arbeitsgruppe Kreienkamp in Kooperation mit Igor Barsukov (Liverpool,
England), dass Shank3 iiber die N-terminale SPN-Domine auch mit kleinen GTPasen der
Ras-Familie wie Ras und Rap interagiert, da es sich bei der SPN-Domine um eine Ras-
assoziierte (RA) Doméne handelt. Darauf aufbauend wurde ein Modell erstellt, das zeigt, wie
Shank3 mit den kleinen Ras-GTPasen Ras und Rap interagieren konnte. Die Arbeitsgruppe
Kreienkamp {iiberpiifte weiterhin mittels Immunprézipitationsexperimenten, ob Shank3 mit
den kleinen Ras-GTPasen wie Ras und Rap interagiert und stellte fest, dass diese Bindung
besonders stark bei den konstitutiv-aktiven Varianten der Ras-GTPasen ist (Lilja, J. et al.
2017). Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde Shank3 in seiner neuen Rolle als Regulator
kleiner G-Proteine untersucht. Der Fokus dieser Arbeit liegt hierbei auf der funktionellen
Analyse der Interaktion zwischen Shank3 und kleinen G-Proteinen. Besonders interessant ist
hierbei, dass die mit Autismus-Spektrum-Stérungen assoziierten und in der SPN-Doméne
lokalisierten Mutationen L68P und R12C dazu fiihren, dass die Bindung zu Ras und Rap
gestort wird. Dieser molekulare Defekt ermoglicht es, gezielt die Funktion der SPN-Doméne
hinsichtlich der Bindung zu den kleinen Ras-GTPasen Ras und Rap sowie deren Bedeutung

fiir Shank3 zu untersuchen.
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6.1 Zellbiologischer Nachweis der Interaktion zwischen Shank3 und kleinen GTPasen
6.1.1 Subzellulire Lokalisation und Interaktion von Shank3 und kleinen G-Proteinen

Um zu untersuchen, wo die Interaktion zwischen Shank3 und Ras-GTPasen von Bedeutung
ist, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit zunédchst die Lokalisation von Ras (am Beispiel
von HRas) und Shank3 in hippocampalen Neuronen untersucht. Es konnte festgestellt werden,
dass sowohl Shank3 als auch HRas in dendritischen Dornen angereichert vorliegen, wobei
HRas eine breitere Verteilung zeigte (siche Abbildung 7). Die verschiedenen Ras-Varianten
sind an zahlreichen Signalwegen und Proteininteraktionen in der Zelle beteiligt (Fivaz &
Meyer 2005; Hancock 2003; Pearson G et al. 2001; Thomas & Huganir 2004) und es ist daher
zu erwarten, dass sie in Neuronen relativ weit verbreitet sind. Die Anreicherung des HRas-
WT-Proteins an der Synapse deutet jedoch daraufhin, dass die Ras-vermittelten Signalwege
an dieser Stelle besonders aktiv sind. Die subzelluldre Lokalisation von Ras und Rap in
Neuronen wurde in fritheren Studien (Srivastava et al. 2012) untersucht. Die breite Verteilung
dieser beiden Proteine wurde von Srivastava et al. gezeigt und bestitigt sich durch diese
Daten. Des Weiteren wurde anhand der Uberexpression von Shank3-WT, Shank3-L68P und
Shank3-R12C und der Farbung von endogenem Shank3-Protein festgestellt, dass alle
untersuchten Proteine eine Lokalisation an der Synapse aufweisen und die Mutationen keinen
Einfluss auf die Lokalisation des Proteins haben (sieche Abbildung 6); dies bestitigte frithere
Daten der Arbeitsgruppe (Mameza et al. 2013). Mameza et al. zeigten auch, dass sowohl die
Dichte der dendritischen Dornen als auch das Verhiltnis der Shank3-Proteinmenge zwischen
dendritischem Schaft und dendritischen Dornen aufgrund der untersuchten Shank3-
Mutationen L68P, R300C und Q321R nicht verdndert wird. Hierbei ist allerdings
anzumerken, dass in den verwendeten Rattenneuronen zusitzlich zur iiberexprimierten
Shank3-Variante auch das endogene Shank3-Wildtyp-Protein exprimiert wurde. Aufgrund der
im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Kolokalisationsstudie konnte keine Aussage
dariiber gemacht werden, ob Shank3 und Ras dort wo sie kolokalisiert sind, auch
miteinander  interagieren. Daher wurde eine Bimolekulare Fluoreszenz-
Komplemenationsanalyse (engl. Bimolecular Fluorescence Complementation Analysis, BiFC)
durchgefiihrt, wie sie schon zuvor von Hu et al. und Kerppola et al. beschrieben wurde (Hu et
al. 2002; Kerppola 2009). Bei dem durchgefiihrten Experiment wurden RFP-markiertes
Shank3 mit dem N-terminalen Bereich des gelben Fluoreszenzprotein (engl. Yellow
fluorescent protein, YFP) fusioniert und HA-markiertes Ras mit dem C-terminalen Bereich

von YFP fusioniert. Beide Fusionsproteine wurden in HEK293T-Zellen exprimiert. Diese
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Herangehensweise hat den Vorteil, dass sowohl die Expression der einzelnen Proteine anhand
des RFP-Signals und mittels immunzytochemischer Anfiarbung der HA-Proteine, als auch die
Interaktion beider Proteine anhand des YFP-Signals nachgewiesen werden kann. Fiir die
Interaktionsstudie wurden HEK293T-Zellen mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert
und anschlieBend wurde bei doppelt-transfizierten HEK-Zellen das YFP-Signal mittels
konfokaler Mikroskopie detektiert. Die Signalintensitdt des YFP ist ein Malistab fiir die
Interaktion zwischen Shank3 und HRas. Es wurde festgestellt, dass das Shank3-WT-Protein
mit dem HRas-WT-Protein interagiert und diese Bindung bei der konstitutiv-aktiven Form
HRas-G12V verstarkt vorliegt. In Kombination von Shank3 und der dominant-negativen
HRas-S17N-Mutante wurde nur ein sehr schwaches YFP-Signal detektiert, welches
vermutlich darauf beruht, dass die beiden Proteine sich in zufilliger Nihe zueinander
befinden. Des Weiteren wurde bei den Shank3-L68P- und Shank3-R12C-Mutanten
festgestellt, dass die Interaktion zu Shank3 stark reduziert ist (sieche Abbildung 8). Um die
YFP-Signalintensitét prizise und in einem grof3en Mafstab quantitativ analysieren zu konnen,
wurden die transfizierten Zellen durchflusszytometrisch hinsichtlich der mittleren YFP-
Signalintensitdt von lebenden RFP-positiven Zellen untersucht. Die durchflusszytometrische
Analyse zeigte, dass die Menge der zu diesem Zeitpunkt interagierenden Shank3- und HRas-
G12V-Proteine ungefihr doppelt so hoch ist im Vergleich zu Zellen, die Shank3- und HRas-
WT exprimieren. Im Vergleich von Shank3-WT zu der Mutante Shank3-L68P in
Koexpression mit Hras-G12V ist die Menge interagierender Proteine bei der Mutante um
49,2% reduziert. Im Vergleich zwischen Shank3-Wildtyp und Shank3-R12C liegt eine
Reduktion interagierender Proteine von 35,4% vor. Die Unterschiede zwischen den einzelnen
Shank3- und HRas-Proteinen sind hoch signifikant (siehe Abbildung 9). Diese
durchflusszytometrische Interaktionsanalyse wurde ebenfalls mit den Shank3-Konstrukten
und einem Rap1-Konstrukt mit dem C-terminalen Bereich von YFP (Rap1-CY) durchgefiihrt.
Auch hier konnte eine Reduzierung der Interaktion mit Rap1 bei den Shank3-Mutanten L68P
und R12C um 39-55% festgestellt werden (siehe Abbildung 10). Diese Daten verifizieren die
Resultate der proteinbiochemischen Immunprizipitationsexperimente in Form einer
zellbiologischen Analyse, die sowohl immunzytochemisch als auch durchflusszytometrisch

durchgefiihrt wurde.
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6.2 Funktionelle Bedeutung der Interaktion zwischen Shank3 und kleinen G-Proteinen
6.2.1 Etablierung von Systemen zur gezielten Aktivierung von Ras und Rap

Die Koexpression von Shank3 in Kombination mit Ras oder Rap fiihrte hédufig zu
morphologischen Verdnderungen oder zum Zelltod der Neuronen, so dass es mit nicht
moglich war, den Effekt der Ras-Aktivierung auf Shank3 in Neuronen direkt zu untersuchen.
Diese Tatsache ldsst vermuten, dass die Uberexpression von Shank3 und den kleinen Ras-
GTPasen Signalwege beeinflusst, welche die Wachstums- und Differenzierungsprozesse der
Zelle regulieren. Es ist bekannt, dass sowohl Ras als auch Rap diese zelluldren Prozesse
regulieren (Hancock 2003). Weiterhin ist auch bekannt, dass es sich bei Ras um ein so
genanntes Proto-Onkogen handelt, welches bei Tumoren in mutierter und konstitutiv-aktiver
Form vorliegen kann und gravierend zum Tumorwachstum und zu morphologischen
Veridnderungen der Zelle beitrdgt (Boespflug et al. 2017; Jinesh et al. 2017). Zusitzlich
konnte auch in fritheren Studien gezeigt werden, dass Storungen der Ras-vermittelten MAPK-
und PI3K-AKT-mTOR-Signalwege Ursache fiir neuronale Entwicklungsstdrungen wie
beispielsweise das Noonan-Syndrom, das CFC-Syndrom, Autismus-Spektrum-Stérungen,
Fragiles X-Syndrom und Neurofibromatose sind (Borrie et al. 2017). Aufgrund der
Robustheit von HEK-Zellen konnten die Interaktionsstudien in diesen Zellen durchgefiihrt
werden; Neuronen sind allerdings sehr viel sensitiver und reagieren vermutlich viel stirker als
HEK-Zellen auf drastische Anderungen von Signaltransduktionswegen. Um somit den
Einfluss der Interaktion von Shank3 und den kleinen Ras-GTPasen Ras und Rap niher
untersuchen zu konnen, wurden die zugehorigen Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs)
und Guaninnukleotid-aktivierenden Proteine (GAPs) als Zielstruktur zur gezielten
Aktivierung der kleinen Ras-GTPasen Ras und Rap ausgenutzt. Als Zielstruktur zur gezielten
Aktivierung der Ras-GTPasen an den Synapsen wurde SynGAP ausgewdhlt. Bei dem
SynGAP-Protein handelt es sich um ein Ras-GTPase-aktivierendes Protein (Ras-GAP),
welches in groBer Menge an exzitatorischen Synapsen vorkommt (Duarte et al. 2011; Kim et
al. 1998; Wang, Held & Hall 2013; Woolfrey et al. 2009). Durch die lentivirale Expression
einer spezifisch gegen SynGAP-mRNA gerichteten shRNA in cortikalen Neuronen konnte die
SynGAP-Expression effizient herunterreguliert werden (siehe Abbildung 11). Weiterhin
wurde anhand des Verhiltnisses der phospho-Erk zu Erk-Menge gezeigt, dass diese
Manipulation zu einer signifikanten Aktivitdtssteigerung des Ras-vermittelten MAPK-
Signalweges in Neuronen fiihrt (sieche Abbildung 12). Basierend auf den Daten von Mameza

et al., die proteinbiochemisch eine intramolekulare Bindung zwischen der SPN-Domine von
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Shank3 und der ARR-Domaéne zeigen (Mameza et al. 2013) und dem Wissen, dass die kleinen
Ras-GTPasen Ras und Rap an die SPN-Domine binden (Lilja, J. et al. 2017), besteht die
Hypothese, dass die Bindung von Ras zu einer Konformationsinderung von Shank3 fiihrt,
welche die Interaktion mit anderen Interaktionspartnern von Shank3 wie beispielsweise
Fodrin zur Regulation des Aktinzytoskeletts beeinflusst. Um den Effekt einer Ras-aktivierten
Konformationsidnderung von Shank3 untersuchen zu konnen, bedeutet die Etablierung einer
effizienten Herunterregulation der SynGAP-Proteinmenge, dass in weiteren Experimenten
gezielt der Einfluss der Aktivierung von synaptisch-lokalisierten Ras-Proteinen auf die
Funktion von Shank3 an Synapsen untersucht werden kann. Hierbei dienen die Shank3-
Mutanten Shank3-L68P und Shank3-R12C, welche eine Storung bei der Bindung zu Ras-
GTPasen aufweisen, als Kontrolle, um gezielt Effekte nachweisen zu konnen, die auf der

Interaktion zwischen Shank3-WT und aktivierten Ras-Proteinen zuriickzufithren sind.

In einem weiteren Experiment wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit eine Methode zur
gezielten Rap-Aktivierung eingesetzt. Hierzu wurde die Aktivitit des postsynaptisch
lokalisierten Guaninnukleotid-Austauschfaktors (engl. Guanine nucleotide exchange factor,
GEF) Epac2 mit dem cAMP-Analogon 8-CPT stimuliert. Aufgrund der Interaktion zwischen
Rap und Shank3 wurde die Hypothese aufgestellt, dass die vermehrte Aktivierung von Rap
zur verdnderten Anreicherung des Shank3-Proteins in der postsynaptischen Dichte fiihren
konnte. Diese Hypothese wurde iiberpriift, in dem hippocampale Maus-Neuronen, die mit
einem Shank3-WT-Konstrukt transfiziert worden waren, mit 8-CPT behandelt wurden und im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen die Shank3-Signalstirke sowohl im dendritischen
Schaft als auch im dendritischen Dornen analysiert wurde. Es konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Shank3-Signalstirke von dendritischem Schaft
und dendritischen Dornen zwischen behandelten und unbehandelten Zellen festgestellt
werden und somit konnte kein Beweis fiir die Hypothese der Rekrutierung von Shank3 via
Rap-Aktivierung festgestellt werden (sieche Abbildung 13). Ein groBer Nachteil dieser
Methode ist, dass bei den zu analysierenden hippocampalen Neuronen nicht festgestellt
werden konnte, ob die 8-CPT-Behandlung tatsdchlich zur Aktivititssteigerung von Rap
fiihrte. Insofern ist der Knockdown des Neuronen-spezifischen SynGAP-Proteins, welches
sowohl die Ras- als auch Rap-Aktivitit steigert (Duarte et al. 2011), die bessere Methode zur
gezielten Untersuchung der Effekte der beiden GTPasen auf Shank3.
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6.2.2 Zellbiologischer Nachweis der intramolekularen Bindung zwischen SPN- und

ARR-Domiine

In vorherigen Studien der Arbeitsgruppe Kreienkamp wurde proteinbiochemisch festgestellt,
dass die SPN-Doméne intramolekular mit der ARR-Doméne interagiert und dass diese
Bindung durch die L68P-Mutation (nicht aber durch die R12C Mutation) zerstort wird
(Mameza et al. 2013). Die intramolekulare Bindung zwischen SPN- und ARR-Domine wurde
in der dreidimensionalen Struktur des N-terminalen Bereichs von Shank3 bestitigt und die
potentiell beteiligten Aminosduren, welche polare Bindungen eingehen, konnten identifiziert
werden (Lilja, J. et al. 2017). Interessanterweise wurde von Arons et al. ein Modell erstellt,
bei der sich die Konformation von Shank3 in Abhéngigkeit von der Zinkkonzentration
verdandert und synaptisch lokalisiertes Shank3 in einem Signalkomplex mit Neuroligin und
AMPA-Rezeptoren in einer aktiven, offenen Konformation vorliegt (Arons et al. 2016).
Aufgrund der bisherigen Daten wurde die Hypothese aufgestellt, dass Shank3 in
Abhingigkeit von seiner Lokalisation und der Bindung zu kleinen G-Proteinen eine offene,
aktive Konformation an der Synapse aufweist, wihrend Shank3 auBerhalb der Synapsen in
einer geschlossenen, inaktiven Konformation vorliegt. Im Rahmen dieser Hypothese wird
vermutet, dass die Konformationséanderung durch die Bindung von kleinen G-Proteinen wie
Ras induziert wird. Um diese Hypothese zu iiberpriifen wurde in dieser Arbeit die
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Methode, wie sie von Jeyifous et al.
beschrieben wurde, zur Analyse der Shank3-Konformation in HEK293T-Zellen eingesetzt
(Jeyifous et al. 2016). In dieser Arbeit wurden Shank3-WT, Shank3-L68P und Shank3-R12C-
Konstrukte mit den codierenden Sequenzen fiir SPN- und ARR-Domine eingesetzt, welche
am N-Terminus die kodierende Sequenz fiir GFP und am C-Terminus die kodierende Sequenz
fir mCherry aufwiesen. Bei einer Faltung des Shank3-Proteins durch die intramolekulare
Bindung zwischen SPN- und ARR-Doménen, verstéarkt sich das FRET-Signal, da die beiden
Fluoreszenzproteine GFP und mCherry sich nédher beieinander befinden und die GFP-
Emission effizient mCherry anregen kann. Die lebendzellmikroskopischen Aufnahmen
wihrend einer 20-miniitigen EGF-Stimulation, welche zur Aktivierungssteigerung des
koexprimierten HRas-W'T fiihrt, zeigten, dass sich die Lokalisation des FRET-Signals bei
Expression von Shank3-WT wihrend dieser Zeit verdndert; die beiden Mutanten Shank3-
L68P und Shank3-R12C zeigen allerdings eine geringere FRET-Signalintensitit und keine
Verdnderungen der FRET-Signal-Lokalisation nach EGF-Stimulation (siche Abbildung 15).
Dies ldsst vermuten, dass durch die Stimulation mit EGF das HRas-Protein aktiviert wird, an

die SPN-Domine des Shank3-Proteins bindet, die geschlossene Shank3-Konformation
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hierdurch gedffnet wird und sich die Shank3-Proteine anschlieBend wieder zu Aggregaten neu
formieren. Das durchflusszytometrische Experiment bestitigte, dass die FRET-Signalstirke,
welche ein MaB fiir die intramolekulare Bindung zwischen SPN- und ARR-Domdne ist, von
Shank3-WT wesentlich hoher ist als bei der Shank3-L68P-Mutante und die FRET-
Signalstarke bei der Shank3-R12C-Mutante leicht reduziert vorliegt. Mit der
durchflusszytometrischen FRET-Analyse lie3 sich allerdings kein signifikanter Unterschied
zwischen EGF-stimulierten und unstimulierten Zellen in Abhiingigkeit von der Koexpression
von HRas-WT nachweisen. Mittels Lebendzellmikroskopie konnte hingegen gezeigt werden,
dass eine subzellulire Umsortierung des FRET-Signals stattfindet, die in
durchflusszytometrischen Analysen nicht detektiert werden kann (siehe Abbildung 16).
Hinzuzufiigen ist allerdings, dass die verwendeten Konstrukte eine nukledre Lokalisations-
Sequenz (NLS) beinhalten, so dass die Shank3-Fusionsproteine im Zellkern lokalisiert sind.
Obwohl Shank3-Varianten durchaus schon im Zellkern beobachtet wurden, ist die Bedeutung
dieser NLS-Sequenz unklar. Fiir eine weitere Untersuchung ist es wichtig, die nukleédre
Sequenz zu entfernen, da diese aufgrund der nukledren Lokalisation von Shank3 den Kontakt
zwischen Shank3 und Hras vermutlich behindert. In zukiinftigen Experimenten sollen die
etablierten Methoden zur Analyse der intramolekularen Bindung eingesetzt werden, um in
hippocampalen Neuronen zu untersuchen, in welcher Konformation Shank3-WT und die
Mutanten Shank3-L68P und Shank3-R12C an der Synapse vorliegen, und zu analysieren, ob
die intramolekulare Bindung mittels Aktivierung von kleinen G-Proteinen beeinflusst werden

kann.

6.2.3 Einfluss der Shank3-Expression auf Rekrutierung von Ras-Proteinen an die

Synapse und auf Ras-vermittelte Signalwege

Das Geriistprotein Shank3 interagiert mit zahlreichen postsynaptischen Proteinen und ist
wesentlich fiir die Struktur und Funktionalitit der Synapse verantwortlich. Um die Frage zu
beantworten, wie sich die Zusammensetzung der postsynaptischen Dichte bei einem Verlust
von Shank3 verdndert, untersuchten Schmeisser et al. die synaptosomale Fraktion der
Shank3a[3"‘ defizienten Maus. Hierbei stellten sie fest, dass Shank2 und Shank1 bei Verlust
von Shank3 in groerer Menge vorkommen und so vermutlich zum Teil fiir den Verlust von
Shank3 kompensieren. Die GluN2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors und die GluAl-
Untereinheit des AMPA-Rezeptors liegen dagegen in geringerer Menge vor.
Interessanterweise  konnten  keine  Verdnderungen  hinsichtlich der  bekannten

Interaktionspartner GKAP und PSDO95 festgestellt werden (Schmeisser et al. 2012). Im
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Rahmen dieser Arbeit wurde aufgrund der neuen Erkenntnisse zur Interaktion zwischen
Shank3 und Ras-Proteinen untersucht, ob die Ras-Proteine von Shank3 an die Synapse
rekrutiert werden. Hierfiir wurde die Menge von Ras-Proteinen, die in der postsynaptischen
Dichte vorkommen, bei Shank3af”" defizienten Miusen im Vergleich zu Shank3-Wildtyp-
Mausen bestimmt. Die Daten zeigen, dass Shank3-defiziente Miuse eine leichte, aber nicht
signifikante Reduktion der Menge an Ras-Proteinen in der postsynaptischen Dichte aufweisen
(siche Abbildung 17). Moglicherweise wird der Verlust von Shank3 durch die erhthte Menge
von Shankl1 in einem gewissen Malle kompensiert. Die SPN-Domine, welche den Kontakt zu
Ras-GTPasen vermittelt, kommt namlich nicht nur in dem Shank3-Protein vor, sondern auch
bei Shankl. Die im Vorderhirn exprimierten Varianten von Shank2 enthalten dagegen keine
SPN-Domine (Mameza et al. 2013). Tatsdchlich konnte die Arbeitsgruppe Kreienkamp in
unpublizierten Experimenten feststellen, dass nicht nur Shank3, sondern auch Shankl die
Aktivierung des MAP Kinase Signalweges durch HRas in HEK293T-Zellen hemmen konnen,
wihrend dies bei Shank?2 nicht der Fall ist. Somit interagiert also auch Shankl1 itiber die SPN-
Domiine mit Ras und hat einen negativ-regulierenden Effekt auf die MAPK-Aktvitit in einem

zelluldren System.

Der verwendete Ras-Antikorper erkennt sowohl HRas als auch NRas und KRas. Das Shank3-
Protein bindet alle drei Ras-Isoformen; allerdings konnte es sein, dass nicht alle Ras-
Isoformen gleichermaBen von einem Verlust von Shank3 hinsichtlich der Lokalisierung
innerhalb der postsynaptischen Dichte beeinflusst werden. Aufgrund der fehlenden
Verfiigbarkeit von spezifischen Antikorpern gegen die einzelnen Ras-Isoformen konnte dies

nicht ndher untersucht werden.

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob die durch Ras vermittelten MAPK- und
PI3K-Signalwege durch den Verlust von Shank3 beeinflusst werden. Aufgrund der oben
bereits erwdhnten Ergebnisse, die zeigen, dass Shank3-WT die durch HRas induzierte
MAPK-Signalaktivitit in HEK293T-Zellen signifikant reduziert (unpublizierte Daten), wurde
die Hypothese aufgestellt, dass der Verlust von Shank3 in vivo zu einer Steigerung der
MAPK-Signalaktivitit fithren wiirde. Es konnten allerdings keine signifikanten Unterschiede
der MAPK- oder PI3K-Signalaktivitit zwischen Wildtyp- und Shank3-defizienten Méusen
festgestellt werden (siehe Abbildung 18). Dies konnte ebenfalls darauf hindeuten, dass die in
Shank3-defizienten Miusen erhohte Menge an Shankl-Proteinen in der postsynaptischen
Dichte diesbeziiglich die Funktion von Shank3 tibernimmt. Diese Vermutung wurde kiirzlich
von Sala et al. bestitigt, indem eine Shankl1/Shank3-doppelte-Knockout-Maus (Shank1/3
DKO Maus) generiert und der Phosphorylierungsstatus von Akt und Erk1/2 analysiert wurde.
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Es wurde gezeigt, dass bei der Shank1/3 DKO-Maus im Vergleich zur WT-Maus eine
reduzierte Phosphorylierung von Akt und Erk1/2 vorliegt und daraus wurde geschlussfolgert,
dass der Verlust von Shankl und Shank3 zu einer funktionellen Reduktion der MAPK- und
PI3K-Aktivitit fiihrt. Diese Beobachtung widerspricht allerdings der auf den in vitro Daten
basierenden Hypothese, dass eine Expression von Shank3 die MAPK-AKktivitit reduziert und
somit Shank3 als Negativ-Regulator des MAPK-Signalweges fungiert. Basierend auf den in
vivo Daten scheint es daher vielmehr so zu sein, dass die Menge von Ras-Proteinen in der
postsynaptischen Dichte aufgrund des Verlustes von Shank3 reduziert ist und daher die
MAPK-AKktivitidt reduziert ist. Weiterhin wurde von Sala et al. auch eine reduzierte
Phosphorylierung hinsichtlich eEF2, S6 und Arc festgestellt. Interessanterweise liegt auch
eine Reduktion der postsynaptisch lokalisierten mGlu5- und Homer-Proteine vor. In den
Verhaltensanalysen konnte zusitzlich festgestellt werden, dass starke Storungen bei den
kognitiven Eigenschaften der Miuse, dem Sozialverhalten und der Motorik vorliegen und die
Mause ein auffilliges repetitives Verhalten zeigen. Die meisten Tiere versterben im Alter von
P22-25 (Posterprisentation von Sala et al., Neuroscience conference 2017, Washington,
USA). Um die Hypothese zu iiberpriifen, ob die Rekrutierung von Ras-Proteinen an die
Synapse durch den gleichzeitigen Verlust von Shankl und Shank3 gestort wird, wire es
sinnvoll die Menge an Ras-Proteinen in der postsynaptischen Dichte von Shank1/3 doppelten-

Knockout-Mausen zu bestimmen.

6.3 Identifizierung von Shank3 als Negativregulator fiir die Integrinaktivierung mittels

direkter Bindung an Rap1

Die Arbeitsgruppe Kreienkamp wies in vorherigen Experimenten nach, dass Shank3 nicht nur
HRas, KRas und NRas bindet, sondern auch Rapla und Raplb in seinen konstitutiv-aktiven
Varianten besonders effizient bindet (Lilja, J. et al. 2017). Hinzu kommt, dass unser
Kooperationspartner Igor Barsukov mittels isothermer Titrationskalorimetrie feststellte, dass
Rap1-GTP eine zehnfach hohere Bindungsaffinitit zu Shank3-SPN (WT)-ARR aufweist als
HRas-GTP. Des Weiteren ist bekannt, dass aktives Rapl in einem Komplex mit Talin und
Riam Integrin aktivieren kann. Interessanterweise konnte unsere Kooperationspartnerin
Johanna Ivaska in zell-basierten Versuchen nachweisen, dass Shank3 die Integrinaktivitit
inhibiert und dadurch die Ausbreitung von Tumorzellen, die Zellmigration und die
Ausbildung von Adhisionskontakten negativ reguliert (Lilja, J. et al. 2017). Aufgrund der
Bedeutung von Shank3 bei der Entstehung von Synaptopathien und der Tatsache, dass die mit

Autismus-Spektrum-Storungen assoziierten Mutationen Shank3-L68P und Shank3-R12C eine
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Bindung zu Rap1-GTP storen, wurde die funktionelle Bedeutung der Interaktion zwischen
Shank3 und Rap hinsichtlich Integrin-vermittelter Effekte untersucht. Es ist bekannt, dass die
Integrinaktivitit das Neuritenwachstum erhoht (Tucker, Rahimtula & Mearow 2005). Daher
wurde vermutet, dass Shank3 aufgrund der Bindung zu Rap-GTP das Neuritenwachstum
hemmen wiirde. Es wurde allerdings festgestellt, dass die Dendritenldnge und die Anzahl von
dendritischen Endspitzen bei Uberexpression von Shank3-WT im Vergleich zur
Uberexpression mit Shank3-L68P in hippocampalen Rattenneuronen zwar leicht, aber nicht
signifikant erhoht ist (sieche Abbildung 19). Der Grund fiir diese leichte Erhohung des
Dendritenwachstums koénnte sein, dass Shank3-WT Rap-GTP blockiert und die nicht von
Shank3 beeintrichtigten Rho GTPasen Cdc42 und Racl das vermehrte Neuritenwachstum
induzieren. Das Neuritenwachstum wird komplex sowohl von der Ras-GTPase Rap als auch
durch RhoGTPasen reguliert. Im Gegensatz zu den Ras-GTPasen binden die beiden Rho
GTPasen Cdc42 und Racl nicht an die SPN Doméne von Shank3 (Lilja, J. et al. 2017). Es ist
bekannt, dass die beiden Rho GTPasen Racl und Cdc42 die Elongation von Neuriten
induzieren, in dem das Aktinzytoskelett reorganisiert wird (Aoki et al. 2005); wihrend die
Aktivitat der Rho GTPase RhoA die Neuritenlinge reduziert (Maldonado et al. 2017). Des
Weiteren ist auch bekannt, dass Rapl die Aktivitit des RhoGAP ARAP3, induzieren kann
und dies zur Phosphorylierung und Inaktivierung von RhoA fiihrt (Jeon et al. 2012). Hinzu
kommt, dass Cullere et al. nachwies, dass die RhoA-Aktivitit bei Aktivierung des Epac/Rapl-
Signalweges mittels 8-CPT-Behandlung gehemmt wird (Cullere et al. 2004), was ebenfalls
auf einen Crosstalk beider Signalwege schlieBen ldsst. Hieraus kann geschlussfolgert werden,
dass eine Blockierung von Rap-GTP durch die Bindung an Shank3- zu einer erhohten
Aktivitidt der Rho GTPasen Cdc42 und Racl fiihrt, wodurch die Phosphorylierung und somit
Inaktivierung von RhoA verhindert wird, wihrend dies bei der Uberexpression der Shank3-

Mutante L68P nicht der Fall ist.

In einem weiteren Experiment wurde immunhistochemisch untersucht, ob bei Shank3-
defizienten Méausen eine Verianderung der Integrinaktivitdt im Cortex vorliegt. Aufgrund der
Untersuchungsergebnisse in zwei Publikationen von Shah et al., die zeigen, dass konditionale
Rap1-Knockout-Méduse und C3G/RapGEF1-Knockout-Miuse im Embryonalstadium eine
dramatische Reduktion von Gesamtintegrin und aktivem Integrin zeigen (Shah et al. 2016,
2017), wurde angenommen, dass die Shank3-defizienten Miduse wegen der negativ-
regulierenden Wirkung von Shank3 auf Rap-GTP einen Anstieg der Menge von
Gesamtintegrinen und aktiven Integrinen zeigen wiirde. Diese Hypothese wurde mittels der

immunhistochemischen Fidrbung von Gesamtintegrinen und aktiven Integrinen von Shank3-
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WT- und Shank3-defizienten Midusen im frithen Entwicklungstadium P0,5 bestitigt (siehe
Abbildung 21). Weiterhin konnte mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen werden, dass
auch bei adulten Shank3-defizienten Miusen eine geringe, jedoch nicht signifikante Erhohung
der Integrinaktivitit vorliegt (sieche Abbildung 20). Aufgrund der Tatsache, dass die Aktivitat
der Integrine wéihrend der neuronalen Entwicklung besonders stark ist, ist es nicht
verwunderlich, dass man bei den adulten Tieren mit einer geringeren Integrinaktivitit keinen
signifikanten Effekt feststellen kann. Um anschlieBend gezielt den Funktionsverlust des
Shank3-Proteins bei Vorliegen der mit Autismus-Spektrum-Stérungen assoziierten Shank3-
L68P-Mutation in Hinblick auf die Integrinaktivitdt untersuchen zu konnen, wurden Shank3-
WT- oder Shank3-L68P-Proteine in Shank3-defizienten Mausneuronen (E16) iiberexprimiert
und einen Tag nach der Aussaat fiir aktive Integrine gefirbt. Es konnte festgestellt werden,
dass die Shank3-L68P-iiberexprimierenden Zellen eine hohere Signalstirke fiir aktive
Integrine in den Wachstumskegeln cortikaler Neuronen im Vergleich zu Shank3-WT
aufwiesen (sieche Abbildung 23). Eine mogliche Erkldrung ist, dass Shank3 als
Negativregulator von Rap fungiert, in dem Shank3 aktives, GTP-gebundenes Rap bindet und
somit die Aktivierung von Integrinen verhindert. Basierend auf diesen Daten wurde ein
Modell erstellt, bei dem Shank3 mittels SPN-Doméne an das aktive GTP-gebundene Rapl
bindet und auf diese Art und Weise verhindert, dass Rapl in einem Komplex mit RIAM und
Talin Integrine aktiviert (sieche Abbildung 24).
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Abbildung 24 Schematische Darstellung der Rolle von Shank3 als Negativ-Regulator der Integrinaktivierung

Das Modell zeigt, wie Shank3 iiber die SPN-Domine aktiviertes GTP-gebundendenes Rap binden kann und dadurch die
Interaktion von Rap-GTP mit RIAM und Talin verhindert, so dass Integrine nicht aktiviert werden konnen. (modifizierte
Abbildung nach Lilja et al. 2017).
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6.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde Shank3 als Negativregulator der Ras-GTPase Rap im
zentralen Nervensystem identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von
Shank3 und GTP-gebundenem aktivem Rap die Aktivierung von Integrinen inhibiert und
diese Funktion des Proteins bei Vorhandensein der mit Autismus-Spektrum-Stérungen
assoziierten Mutation Shank3-L68P oder bei Verlust von Shank3 gestort ist. In weiteren
Experimenten gilt es herauszufinden, ob Shank3 ebenfalls ein Effektorprotein von Ras-
GTPasen ist. Basierend auf den von Mameza et al. publizierten Daten (Mameza et al. 2013)
und der in dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Konformationsanalyse von Shank3 ist zu
vermuten, dass die Bindung von Ras-GTPasen die Konformation von Shank3 verédndert, so
dass die Bindung anderer Shank3-Interaktionspartner, wie z.B. der Liganden der Shank3-
ARR-Domine, veridndert ist. Im Rahmen dieser neuen Hypothese wird angenommen, dass die
Shank3 L68P-Mutante aufgrund des Funktionsverlustes beziiglich der intramolekularen
Bindung zwischen SPN- und ARR-Domine stets in einer offenen Konformation mit
uneingeschrinktem Zugang fiir ARR-Liganden vorliegt, wihrend die Faltung des Shank3-
WT-Proteins durch Ras-GTPasen stark reguliert wird. Um diese Hypothese zu iiberpriifen,
sollte zundchst mit den im Rahmen dieser Doktorarbeit etablierten Methoden zur FRET-
Analyse untersucht werden, welche Konformation Shank3-WT lokalisationsabhédngig in
hippokampalen Neuronen aufweist und ob die Konformation von Shank3 sich nach Ras-
GTPase-Aktivierung offnet. Weiterhin sollten die synaptisch lokalisierten Ras-GTPasen Ras
und Rap spezifisch durch die im Rahmen dieser Doktorarbeit etablierte Methode der
Herunterregulation der SynGAP-Proteinmenge (SynGAP-Knockdown) aktiviert werden und
sowohl die Morphologie der dendritischen Dornen als auch die Funktionalitit der Synapse
untersucht werden, in dem Shank3-WT und Shank3-L68P-iiberexprimierende Zellen
verglichen werden. Diese Daten sollten durch weitere strukturelle Untersuchungen des
Shank3-Ras/Rap-Komplexes, die von unserem Kooperationspartner Igor Barsukov
durchgefiihrt werden, unterstiitzt werden. Weiterhin ist bisher bekannt, dass Shank3 indirekt
auch einen Einfluss auf das Aktinzytoskelett hat und der Shank3-ARR-Ligand a-Fodrin eine
Rolle bei der Regulation des Zytoskeletts spielt. In weiteren Untersuchungen kénnte durch
Herunterregulation von a-Fodrin herausgefunden werden, ob der in der Literatur beschriebene
regulierende Effekt von Fodrin auf die Stabilitdt des Aktinzytoskeletts Shank3-abhingig ist.
Hierbei wird angenommen, dass die Shank3-L68P-Mutante aufgrund der offenen
Konformation einen konstitutiv aktiven Effekt auf einen bisher unbekannten Ras-GTPase-

Shank3-Signalweg hat, der das Aktinzytoskelett reguliert. Weiterhin wére es von groflem
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Vorteil mit einer Shank1-Shank3-Doppel-Knockout-Mauslinie zu arbeiten, um zu erforschen,
inwiefern die SPN-Domine von Shank1 die Funktion der Shank3-SPN-Domiine in Bezug auf
Ras-GTPasen iibernehmen kann und weitere Signalwege, welche von der SPN-Ras-GTPase-
Interaktion beeinflusst werden, zu identifizieren. Die ersten verdffentlichten Ergebnisse dieser
Mauslinie zeigen, dass die Aktivitit der Ras-vermittelten MAPK- und PI3K-Signalwege
durch den Verlust von Shankl und Shank3 herunterreguliert ist. Dies ist vermutlich darin zu
begriinden, dass durch den Verlust von Shankl und Shank3 weniger Ras-Proteine via SPN-
Domine an die Synapse rekrutiert werden. Hierzu sollte eine Analyse der Ras-Proteinmenge
in der postsynaptischen Dichte durchgefiihrt werden. Weiterhin sollte bei diesen Mausen auch
die Integrinaktivitdit immunzytochemisch und immunhistochemisch untersucht werden.
Basierend auf den Daten der Shank3-defizienten Maus ist anzunehmen, dass der negativ-
regulatorische Effekt von Shank3 hinsichtlich der Integrinaktivierung in einer Shankl-

Shank3-Knockout-Maus, die keine Shank-SPN-Domaine besitzt, noch stirker erkennbar ist.
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7 Zusammenfassung/Summary

7.1 Zusammenfassung

Synaptopathien sind Erkrankungen des Nervensystems, die auf eine Fehlfunktion der
Synapsen zuriickzufiithren sind. Zu diesen Erkrankungen gehoren die Alzheimer sche
Erkrankung, Schizophrenie und Autismus-Spektrum-Storungen. Bisher war das Shank3-
Protein vor allem als Strukturprotein in der postsynaptischen Dichte bekannt, welches durch
zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen eine Vielzahl von Proteinen innerhalb der

postsynaptischen Dichte vernetzt und die funktionelle Stabilitit der Synapse gewihrleistet.

Dieser Arbeit lag die Beobachtung zugrunde, dass es sich dariiber hinaus bei der Shank3-
SPN-Domine um eine Ras-assoziierte Domine handelt, die an Ras-GTPasen bindet.
Weiterhin konnte auch gezeigt werden, dass diese Interaktion durch die mit Autismus-
Spektrum-Stérungen assoziierten Mutationen L68P und R12C gestort wird. Das Ziel dieser
Arbeit war es daher, die funktionelle Bedeutung der Interaktion zwischen Shank3 und Ras-
GTPasen aufzuklidren und ein besseres Verstidndnis fiir die Bedeutung und Funktionalitit des
N-terminalen Bereichs von Shank3 zu erhalten. Hierbei wurden insbesondere die beiden Ras-
GTPasen Ras und Rap untersucht. Bei der Analyse der Interaktion zwischen Shank3 und Ras-
GTPasen wurde zunichst festgestellt, dass Shank3- und HRas-Proteine in den dendritischen
Dornen angereichert sind, das HRas-Protein jedoch eine breitere Verteilung in der neuronalen
Zelle zeigt. Zur spezifischen zellbiologischen Untersuchung der Interaktion von Shank3 und
Ras-GTPasen wurde eine bimolekulare Fluoreszenz-Analyse durchgefiihrt. Es konnte
zellbiologisch gezeigt werden, dass sowohl Ras als auch Rap eine Interaktion zu Shank3
eingehen, die konstitutiv aktive HRas-G12V-Mutante eine stirkere Bindung als HRas-WT
aufweist und die beiden Shank3-Mutanten Shank3-L68P und Shank3-R12C eine Storung bei
der Bindung zu Ras-GTPasen zeigen. Weiterhin wurde zur Untersuchung der funktionellen
Bedeutung der Interaktion von Shank3 und Ras-GTPasen ein effizienter SynGAP-
Knockdown-Virus etabliert, der die Proteinmenge an SynGAP drastisch reduziert und in
Folge einer Aktivititssteigerung von Ras in der Synapse zu einer erhohten Aktivitit des
MAPK-Signalweges fiihrt. Der generierte Vektor ermoglicht zukiinftige Experimente zur
Untersuchung von Shank3 als Effektorprotein von Ras-GTPasen. Weiterhin wurde durch
Behandlung mit 8-CPT das Rap-GEF Epac2 spezifisch aktiviert und festgestellt, dass dies
nicht zu einer Rekrutierung von Shank3 an die Synapse fiihrt. Durch Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET)-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Shank3-SPN-Doméne

eine intramolekulare Bindung mit der ARR-Domine eingeht und diese Bindung bei den
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beiden Mutanten Shank3-L68P und Shank3-R12C gestort ist. Eine Stimulation der Ras-
Aktivitdt mittels EGF-Behandlung zeigte bei Shank3-WT, aber nicht bei Shank3-L68P und
Shank3-R12C-iiberexprimierenden HEK293T-Zellen in der Lebendzellmikroskopie eine
kurzfristige Anderung der Lokalisation von Shank3-Aggregaten. In der Durchflusszytometrie
konnte allerdings keine Verdnderung der Intensitit des FRET-Gesamtsignals im Hinblick auf
unterschiedliche Ras-Aktivititen festgestellt werden; dies ldsst vermuten, dass die Shank3-
Proteine nach Stimulation durch Ras in ihrer Konformation gedffnet werden und sich

unmittelbar danach in einer anderen Konstellation in Shank3-Aggregaten zusammenlagern.

Sowohl die Ras-Proteinmenge in der postsynaptischen Dichte, als auch die Aktivitdt Ras-
vermittelter Signalwege sind im Gehirn Shank3-defizienter Méuse nicht verdndert. Diese
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass das Shank1-Protein, welches ebenfalls eine SPN-

Domine besitzt, den Funktionsverlust von Shank3 in hohem Maf3e kompensieren kann.

Bei der Untersuchung des Neuritenwachstums wurden ebenfalls keine signifikanten
Verinderungen bei Uberexpression des Shank3-L68P-Proteins festgestellt. Es wurden
allerdings erhebliche Unterschiede in der Rap-vermittelten Integrinaktivitit festgestellt. So
wurde immunhistochemisch gezeigt, dass der Verlust des Shank3-Proteins im frithen
prianatalen Entwicklungsstadium (P0,5) zu einer Erhohung der Menge an Gesamt-Integrinen
und aktiven Integrinen fiihrt, wihrend dieser Effekt bei adulten Tieren kaum nachweisbar ist.
Bei einer Analyse hippokampaler Neuronen konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
Integrinaktivitdt bei Shank3-WT iiberexprimierenden Zellen in den Wachstumskegeln
geringer als bei Shank3-L68P iiberexprimierenden Zellen ist. Somit konnte in dieser Arbeit
das Shank3-Protein als Negativ-Regulator der Ras-GTPase Rap identifiziert werden, welcher

die Integrinaktivierung durch Bindung an aktives, GTP-gebundenes Rap verhindert.
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8.2 Summary

Synaptopathies are neurological disorders which are caused by functional defects of the
synapse. These synaptic disorders include Alzheimer’s disease, schizophrenia and autism

spectrum disorders.

Previous studies have shown that Shank3 is a scaffolding protein at the postsynaptic density
which interacts with several proteins within the postsynaptic density and functionally

stabilizes the synapse.

This work is based on the observation that the Shank3-SPN domain is a Ras association
domain which binds Ras GTPases; the interaction between Shank3 and Ras GTPases is
strongly affected by the mutations causing Shank3-L68P and Shank3-R12C mutants, which

were found in patients with autism spectrum disorders.

This work aimed to clarify the function of the interaction between Shank3 and Ras GTPases
and to investigate the functional role of the N-terminal part of Shank3. Therefore, the focus

was on the Ras GTPases Ras and Rap.

To start the analysis of the interaction between Shank3 and Ras GTPases, it was shown via
immunocytochemistry that Shank3 and HRas are both localized at the dendritic spines with
HRas being more broadly distributed in hippocampal neurons. To specifically analyze the
binding between Shank3 and Ras GTPases a bimolecular fluorescence analysis was
performed. It was shown in cell-based fluorescence assay that Ras as well as Rap interact with
Shank3, that the constitutively active form HRas-G12V binds stronger to Shank3 when
compared to HRas-WT and that the mutants Shank3-L68P or Shank3-R12C show impaired
binding to Ras GTPases. Furthermore, an efficient SynGAP knockdown virus was established
which activates the MAPK signaling pathway via Ras activation. In future experiments this
virus can be used to investigate, if Shank3 is an effector protein of Ras GTPases.
Additionally, hippocampal neurons were treated with 8-CPT, which specifically activates the
Rap GEF Epac2. The localization of Shank3 was not altered at the synapse after Rap

activation.

Via Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) analysis it was shown that Shank3-SPN
domain binds intramolecularly to the ARR domain and that this binding is impaired in
Shank3-L68P or Shank3-R12C mutants. The stimulation of Ras activity via EGF treatment
led to changes in the appearance of Shank3-WT, but not Shank3-L68P and Shank3-R12C
aggregates within HEK293T cells during live cell imaging. The measurement of the total



7 Zusammenfassung/Summary 88

FRET signal intensity via flow cytometry did not change after treatment. One possible
explanation is that the Shank3 conformation opens up after Ras activation and Shank3

proteins form new aggregates immediately thereafter.

The analysis of the Ras protein level and Ras-mediated signaling pathways in Shank3
deficient mice, which have a higher Shank1 protein level compared to wildtype mice, showed
no significant differences in Ras protein level within the postsynaptic density or the activity of
MAPK and PI3K pathways. These results indicate that the SPN domain-containing Shank1

protein could in parts compensate the functional loss of Shank3.

Upon analysis of neurite growth, I also did observe significant differences in Shank3-L68P

overexpressing neurons compared to wildtype.

However, the analysis of Rap-mediated integrin activation showed drastical changes due to
the loss of the Shank3-SPN domain functionality. Via immunohistochemistry it was shown
that Shank3 deficient mice (P0,5) have a higher level of total integrin and active integrin in
cortical brain tissue during early postnatal development - whereas this can be barely detected
in adult mice. Further analysis of Shank3-L68P overexpressing neurons show higher integrin
activity compared to Shank3-WT in hippocampal neurons. Thus, Shank3 was identified as
negative regulator of Ras-GTPase Rap by binding to active GTP-bound Rap protein and

inhibiting integrin activity.
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9 Sicherheit und Entsorgung

Alle Versuche wurden in Laboren der Sicherheitsstufe 1 und 2 durchgefiihrt. Der Umgang mit
Chemikalien erfolgte unter Beachtung der jeweiligen Sicherheitsdatenblitter. Alle
Chemikalien, Losungen und Puffer sowie Komponenten der Versuchstiere wurden

entsprechend der Entsorgungsrichtlinien des UKE entsorgt.
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