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The significance of SHANK proteins in human behaviour is evidenced
by the wide spectrum of neuropsychiatric disorders in patients with
SHANK mutations and the variety of behavioural impairments of Shank
knockout mouse lines. Differentially expressed SHANK isoforms might
explain this complexity. The analysis of three conventional and seven
conditional Shank2 mouse lines showed that the type of SHANK2
mutation critically determines the physiological and behavioural

impairments.

DOI: 10.1007/s12268-020-1337-y
© Die Autoren 2020

B Eine der groBten Herausforderungen im
Bereich der kognitiven Neurowissenschaften
ist es, die genauen Funktionen der vielfalti-
gen SHANK-Isoformen zu verstehen. Genva-
rianten in den drei SHANK-Genen (SHANK,
SHANKZ und SHANK3) sind anhand zahlrei-
cher genetischer Studien als Ursache geisti-
ger Behinderung (ID) und Autismus-Spek-
trum-Storungen (ASS) umfassend belegt.

» Abb. 1: SHANK-Strukturprotei-
ne dominieren die Anordnung der
postsynaptischen Rezeptoren in
exzitatorischen Synapsen. Der
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
(NMDAR), der o.-Amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolpropionséure-
Rezeptor (AMPAR) und der meta-
botrope Glutamatrezeptor, lonen-
kanal und der Transmembranre-
zeptor (TM) sind schematisch
gezeigt. Die mit ihnen interagie-
renden Signal- und Adapterprotei-
ne in der postsynaptischen Dichte
sind als graue Kreise dargestellt.
Das Aktinskelett ist mit grauen
Filamenten angedeutet. (Fir die
Farbcodierung der SHANK2-Prote-
indoménen siehe Abb. 2.)
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Dabei fiithren Varianten in SHANKI zu der
klinisch schwéachsten Form, wéahrend
Varianten in SHANK3 zu der klinisch am
starksten ausgepragten und auch der hau-
figsten Form einer durch SHANK verursach-
ten geistigen Behinderung fiihren. SHANKZ2-
Varianten konnten auch bei Patienten mit
Schizophrenie und bipolarer Storung nach-
gewiesen werden und werden dariiber hin-
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aus auch als ursachlich fiir das Aufmerksam-
keitsdefizit-/Hyperaktivitdtssyndrom
(ADHS) diskutiert. Offensichtlich zeigen
damit Patienten mit SHANK2-Varianten das
breiteste klinische Spektrum. Selbst identi-
sche Punktmutationen in SHANKZ2 wurden
bereits mit unterschiedlichen Diagnosen in
Verbindung gebracht. Beispiele sind hier die
Mutationen c¢.1604A/G, p.K535R bei Patien-
ten mit ID oder ASS oder ¢.1829C/A, p.S610Y
bei Patienten mit ID und ASS oder Schizo-
phrenie [1, 2].

Einige der SHANK-Genvarianten sind aller-
dings nur als Risikofaktoren beschrieben
und fiihren erst dann zu einer Erkrankung,
wenn weitere genetische Faktoren oder
bestimmte Umwelteinfliisse hinzukommen.
Offensichtlich beeinflussen sowohl die
genaue Art der genetischen Verdnderung als
auch deren Zusammenspiel mit anderen
genetischen oder epigenetischen Faktoren,
welche neuropsychiatrische Erkrankung
(z. B. Schizophrenie oder bipolare Storung)
entsteht und wie stark sich deren Symptome
auspragen.

Was wissen wir liber das SHANK2-
Gen?

Wie SHANKI und SHANKS3, so codiert auch
das SHANK2-Gen fiir Strukturproteine, die
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A Abb. 2: SHANK2-Genorganisation und die entsprechenden codierten Proteine. A, Das humane SHANK2-Gen mit seinen drei Promotoren (Pr1-3).
Alternativ gespleiBte Exons 19, 20 und 23 sind gestrichelt; Terminationscodons (TAA) sind markiert. Das Terminationscodon in Rot wird aktiviert,
sobald die SpleiBstelle innerhalb des Exons 22 nicht genutzt wird. Die Mikrodeletionen in Shank2 der drei Shank2-KO-Mauslinien ,Aex16%, ,Aex15-16*
und ,Aex24“ sind markiert. B, Hauptisoformen von SHANK2 und deren Protein-Interaktionsdomanen FERM (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin),
ANK (Ankyrin), SH3 (Src homology 3), PDZ (PSD95/DLG/Z01), Prolin-reiche Region und C-terminale SAM-Domane (steriles Alpha-Motiv). Die
SHANK2C-Isoform konnte bei Mausen nicht nachgewiesen werden.

wesentlich an der Kontrolle der Dendriten-
morphologie und der GroBe der postsynapti-
schen Dornen von Nervenzellen im zentralen
Nervensystem beteiligt sind. In den Dornfort-
sdtzen bilden SHANK2-Proteine zusammen
mit anderen SHANKSs ein mit dem Cytoske-
lett verankertes Strukturgeriist. Glutamat-
gesteuerte Ionenkandle, membranstindige
Rezeptoren und Signal- und Gertistproteine
binden an bestimmte Proteinabschnitte, die
Interaktionsdomédnen des SHANK-Cytoske-
letts. Dabei bestimmt die genaue Zusammen-
setzung des SHANK-Gertiists die Anordnung
und das koordinierte Zusammenwirken der
postsynaptischen Signalgeber (Abb. 1). Die
komplexe Multidomédnenstruktur der
SHANK-Proteine bietet vielfaltige Interakti-
onsmdoglichkeiten. Dariiber hinaus fiihren
verschiedene Promotoren und alternatives
SpleiBen zu zahlreichen Isoformen (fiir
SHANK?Z? siehe Abb. 2) und damit zu einer
variablen und zelltypspezifischen Zusam-
mensetzung des SHANK-Netzwerks. Neben
der unterschiedlichen Aktivitdt der drei
SHANKZ2-Promotoren (Pr1, Pr2 und Pr3;
Abb. 1A) in peripheren humanen Geweben
istauch deren Aktivitét in den verschiedenen
Gehirnregionen unterschiedlich. Pr3 ist in
allen Gehirnbereichen aktiv; Pr1 hauptsach-
lich im Kleinhirn, etwas schwécher im Hip-
pocampus und im Hinterhauptslappen sogar
inaktiv. Der Promotor Pr2 zeigt die geringste
Aktivitat im Hippocampus. Bemerkenswer-

terweise werden die Exons 19, 20 und 23 nur
im Gehirn und nicht in anderen Geweben
exprimiert [3].

In Gehirnschnitten oder Primdrneuronen
von Mausen konnte nachgewiesen werden,
dass die SHANK2-Proteine wahrend der Ent-
wicklung des Nervensystems einen wichti-
gen Beitrag leisten. Im Vergleich zu Shank3
sind die Transkriptionswerte von Shank!
und Shank2 in Mausen bereits bei der Geburt
hoch und nehmen wéhrend der spateren Ent-
wicklung nur geringfiigig ab [4]. So findet
man SHANK? in der frithen prianatalen Pha-
se von Méusen erst in Lamellipodien akku-
muliert, spater dann im Zellkérper und in
Neuriten, und schlieBlich — etwa drei Wochen
nach der Geburt - in Postsynapsen [5]. Auf-
grund dieses entwicklungsabhdngigen
Shank2-Expressionsprofils spielen SHANK2-
Proteine eine zentrale Rolle beim Umbau der
Synapsen wahrend der pranatalen Entwick-
lung und sind somit wesentlich an der Rei-
fung des Nervensystems beteiligt. Wird die
strukturelle Plastizitit des SHANK-Netz-
werks durch fehlende SHANK2-Isoformen
oder durch SHANK?2-Mutationen gestort,
kommt es zu Komplikationen bei der Ent-
wicklung des Nervensystems.

Was haben wir von Shank2-
Mausmodellen gelernt?

Zur experimentellen Analyse der SHANK2-
Funktionen wurden in den letzten Jahren

mehrere Mauslinien generiert [2]. Bei den
ersten beiden Shank2-Knock-out(KO)-Maus-
linien wurde jeweils ein Teil der fiir die PDZ-
Domaéne codierenden Shank2-Gensegmente
(Aex16 oder Aex15-16; Abb. 2A) entfernt.
Dieser genetische Eingriff fiihrte in beiden
Fallen, bedingt durch einen Leserasterwech-
sel, zu einem vorzeitigen Abbruch der Prote-
intranslation, der mit einem vergleichbaren
Funktionsverlust der SHANK2-Proteine ver-
bunden sein sollte. Die Méduse beider Shank2-
KO-Mauslinien zeigten auch erhebliche kog-
nitive und soziale Defekte [6, 7]. Jedoch
reagierte die hippocampale synaptische
Transmission - trotz der sehr ahnlichen
Mikrogendeletion — ganz unterschiedlich auf
die beiden Shank2-Gendefekte. So war die
Antwort der N-Methyl-D-Aspartat-Rezepto-
ren (NMDAR) bei der einen Linie erhoht, bei
der anderen Linie dagegen erniedrigt. Auch
die Anzahl und Dichte der Dornfortsitze an
hippocampalen Pyramidenzellen unterschied
sich erheblich [6, 7]. Dies wurde als Beweis
gewertet, dass die ausgepragten physiologi-
schen und anatomischen Unterschiede tat-
sdchlich von der Art der eingefiihrten Mikro-
deletion und nicht von genetischen oder
epigenetischen Effekten hervorgerufen wur-
de, was eine vergleichende Analyse beider
Gendeletionen nach Riickkreuzung der bei-
den Linien in einen fast identischen geneti-
schen Hintergrund letztendlich bestatigte.
Auch in dieser Studie wirkten sich die beiden
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Tab. 1: Fiinf Punktmutationen in codierenden Regionen (c.) des SHANK2-Gens, die in SHANK2-Protei-
nen zu Aminoséurerestaustauschen (p.) fiihren. Die Mutationen sind mit mehreren unterschiedlichen
psychiatrischen Stérungen assoziiert. ASS: Autismus-Spektrum-Stérung; ID: geistige Behinderung
(intellectual disability); SCZ: Schizophrenie; STP: Schizotypische Personlichkeitsstdrung; n. a.: nicht
analysiert (modifiziert nach [2]).

SHANK2- Anzahl der Aminoséure- Neuropsychiatrische Ubertrager
Mutation Patienten austausch Symptome bei Anzahl
der Patienten der Patienten
c.1604 A>G 2 p.K535R 1ASS
11D
c.1730C>T 7 p.A577V 5SCZ Mutter
1 STP Mutter
1 schizoaffektive Storung Mutter
c.1759C>T 2 p.P587S 1 Autismus Mutter
11D n.a.
c.1829C>A 2 p.S610Y 1 katatone SCZ n.a.
11D mit autistischen Ziigen Vater
c.5191G>T 4 p.A1731S 3 paranoide SCZ Mutter
1 hebephrene SCZ Mutter

Mikrodeletionen wieder unterschiedlich auf
die synaptische Transmission im Hippocam-
pus aus. Die ,Aex15-16“-Mikrodeletion kor-
relierte aufgrund reduzierter Rezeptorspie-
gel fiir die y-Aminobuttersdure (GABA -
Rezeptoren) mit einer Disinhibition hippo-
campaler Aktivitat. Die ,Aex16“-Mikrodele-
tion hatte jedoch keinen Einfluss auf die
inhibitorische Reizweiterleitung [8].

Einige Jahre spéter wurden die Mikrodele-
tionen ,,Aex15-16“ und ,Aex16“ nur in Pur-
kinje-Zellen des Kleinhirns eingefiihrt. Wie-
derum lieferte die vergleichende Verhaltens-
analyse keine tibereinstimmenden Resultate.
Erneut wurden mutationsspezifische Phano-
typen auf Molekular- und auf Verhaltensebe-
ne beobachtet. Bei Mdusen mit Purkinje-Zell-
spezifischer ,Aex16“-Shank2-Mikrodeletion
wurden Méngel beim Erlernen motorischer
Fahigkeiten und im Sozialverhalten beobach-
tet [9]. Im gleichen Zelltyp verursachte die
,Aex15-16“-Mikrodeletion Motorkoordinati-
onsprobleme und vermehrte stereotypische
Bewegungen, jedoch keinen abnormen
Umgang mit Artgenossen [10].

Doch nicht nur die Art der SHANK2-Muta-
tion, sondern auch der Zelltyp, in dem die
SHANKZ2-Mutation auftritt, bestimmt, wie die
Gehirnfunktion beeinflusst wird. Wurde die
»Aex15-16“-Mikrodeletion nur in erregenden
Zellen induziert, so konnten bei den Mausen
Interaktionsdefizite, Hyperaktivitit und
angstliches Verhalten beobachtet werden. In
inhibitorischen Zellen fiihrte die identische
Mikrodeletion lediglich zu einer deutlich
reduzierten verbalen Kommunikation und
intensivierter Fellpflege [11]. Auch das Ver-

halten einer weiteren genetisch veranderten
Shank2-KO-Mauslinie mit einer Mikrodele-
tion des codierenden Gensegmentes fiir die
Prolin-reiche Region von Shank2 (Aex24;
Abb. 2A) ist untypisch fiir ASS-Mausmodelle
und erinnert eher an eine bipolare Stoérung
mit manischer Uberaktivitit und normalen
sozialen Kontakten zu Artgenossen [12].

Wie konnen die Unterschiede bei den
verschiedenen SHANK2-
Mausmodellen erklart werden?

Die Heterogenitit der beschrieben Shank2-
KO-Mauslinien erlaubt den wichtigen Riick-
schluss, dass es eine groBe Variabilitat, aber
keinen umfassend klar definierten
»SHANK2-Phdnotyp“ gibt. Hier bestimmt
die Art der Mutationen, ob und wie stark
soziale Interaktion und die kognitiven
Fahigkeiten eingeschrankt sind. Auch
unterschiedliche Expressionsspiegel ver-
schiedener verkiirzter SHANK?2-Proteine,
die durch Mikrodeletionen entstehen, kon-
nen das Gleichgewicht der SHANK-Proteine
empfindlich storen. Welche Bedeutung
einer Verschiebung dieses Gleichgewichts
tatsdchlich zukommt, ist derzeit ungewiss.
Auswirkungen eines experimentell gestor-
ten SHANK-Proteingleichgewichts konnten
bei der Virus-gesteuerten Uberexpression
der SHANK2A(R841X)-Variante, der die
PDZ-, Prolin-reiche- und SAM-Domanen feh-
len, bereits beobachtet werden. Hier fiihrte
der Funktionsverlust von SHANK2 in hippo-
campalen Nervenzellen zu einer friihreifen
Filopodien-dhnlichen Struktur der Dendri-
tenfortsdtze und die SHANK2A(R841X)-

Uberexpression zu einer geringeren synap-
tischen Transmission [3].

Schlussfolgerungen

Die unterschiedlichen Veranderungen der
synaptischen Aktivitdt und Plastizitat sowie
des Sozialverhaltens bei Shank2-KO-Méausen
zeigen deutlich, dass eine physiologisch kon-
trollierte SHANK-Expression fiir die Organi-
sation einer intakten postsynaptischen Ver-
sorgung an exzitatorischen Synapsen essen-
ziell ist. Strukturveranderungen des SHANK-
Netzwerks fiihren zu einer Neuanordnung
der postsynaptischen Rezeptoren, Kandle
und Rezeptor-interagierenden Signalproteine
und damit zu messbaren Veranderungen der
glutamatergen Transmission. Ein gestortes
Gleichgewicht der verschiedenen SHANK-
Proteine beeintrachtigt sowohl den entwick-
lungs- als auch den erfahrungsbedingten
Umbau der Synapsen und damit die Kommu-
nikation verschiedener, weit verteilter Neu-
ronenverbiande. Bei den verschiedenen
Shank2-KO-Mauslinien mit verkiirzten
SHANK2-Isoformen wird die Homdostase von
SHANK-Proteinen in ihrer Funktion als
L~Synapsenorganisator mutationsspezifisch
beeintrachtigt. Somit konnen verschiedene
Shank2-Mutationen unterschiedliche und
teilweise gegensatzliche Fehlfunktionen in
der Synapse und damit im Verhalten auslo-
sen. Dies im Detail zu verstehen, ist Aufgabe
zukinftiger experimenteller Studien. |
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