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Zusammenfassung:

Die hdufigste Form der hereditdren spastischen Paraplegie (HSP) ist auf autosomal-dominante Mutationen
im SPG4-Gen zuriickzufiihren, das fiir Spastin, ein mikroldsliches (MT) Abbauprotein, kodiert. SPG4-
Mutationen fithren zur Pathogenese hauptsédchlich durch einen Haplo-Insuffizienz-Mechanismus. SPG4-HSP
weist innerhalb der betroffenen Familien erhebliche Unterschiede auf, und es wird keine eindeutige
Genotyp-Phénotyp-Korrelation berichtet. Eine Gendosis-Rettung von Neuritendefekten in Neuronen von
SPG4-HSP-Patienten wurde berichtet, was zeigt, dass die Wiederherstellung physiologischer Spastinspiegel
pathologische Phéanotypen aufhalten konnte. Wir fanden heraus, dass die Kinase HIPK?2 die Stabilitdt von
Spastin reguliert und dessen neddylierungsabhiingigen Abbau verhindert. Die Uberexpression/Aktivierung
von HIPK?2 erhoht den Spastinspiegel in SPG4-HSP-Zellen und heilt Neuritendefekte in einem Spastin-
defizienten Zellmodell. Damit ist der Beweis erbracht, dass die Manipulation der HIPK2/Spastin-Achse eine
Strategie zur Entwicklung von Spastin-erhohenden therapeutischen Ansétzen ist. Im Rahmen dieser Studie
habe ich in SPG4-HSP-Lymphoblastoidzellen (LCLs) sowie in mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs) besondere MT-Netzwerkdefekte beobachtet, die durch eine pharmakologische Erhdhung des
Spastin-Proteinspiegels behoben werden. In diesem Projekt mochte ich die Architektur des MT-Netzwerks in
LCLs und PBMCs von SPG4-HSP-Patientenfamilien analysieren und eingehend charakterisieren, um eine
Korrelation zwischen den beobachteten Defekten und dem Schweregrad der Krankheit herzustellen. Dazu
verwende ich eine neue, auf zelluldrer Bildgebung basierende Methode, die ich kiirzlich entwickelt habe.
Dariiber hinaus werde ich die Architektur des MT-Netzwerks als Reaktion auf Spastin-erh6hende Ansitze im
selben experimentellen System charakterisieren. Das endgiiltige Ziel dieses Vorschlags besteht darin, eine
nicht invasive Prognosemethode fiir SPG4-HSP-Patienten zu entwickeln und ein experimentelles System zur
Vorhersage der Wirksamkeit therapeutischer Behandlungen einzurichten.

Hintergrund:

HSP ist eine genetisch bedingte Motoneuronenkrankheit, fiir die es derzeit keine Heilung gibt. Heterozygote
Funktionsverlustmutationen des SPG4-Gens, das fir das Enzym Spastin kodiert, sind die haufigste HSP-
Ursache. Genetische Analysen haben zu der Auffassung gefiihrt, dass Haploinsuffizienz der wichtigste
molekulare Mechanismus der SPG4-HSP ist (1-4). Es hédufen sich die Hinweise darauf, dass
stochiometrische Mengen von Spastin fiir seine biologische Funktion notwendig sind, und es wurde die
Hypothese aufgestellt, dass Verdnderungen in der Spastinproduktion zur Entwicklung oder zum
Fortschreiten der Krankheit beitragen (3). Daher konnten Spastin-erh6hende therapeutische Ansétze bei
HSP-Patienten mit SPG4-Haploinsuffizienz wirksam sein. Wichtig ist, dass eine Gendosis-abhingige
Rettung von Neuritendefekten in den Neuronen von SPG4-HSP-Patienten berichtet wurde

(5). Dartiber hinaus gibt es bis heute keine eindeutige Genotyp-Phinotyp-Korrelation fiir SPG4-HSP-
Patienten (6). Das Alter bei Krankheitsbeginn, der klinische Schweregrad und der Verlauf der Erkrankung
sind bei einer bestimmten Variante sehr variabel und unvorhersehbar, selbst innerhalb derselben Familie
(6,7). Daher besteht ein dringender Bedarf an prognostischen und préadiktiven Biomarkern, mit denen
festgestellt werden kann, bei welchen Patienten eine Verschlechterung des klinischen Zustands und/oder ein
Ansprechen auf eine Therapie zu erwarten ist. Ausgehend von unserer fritheren Studie zu Spastin als neuem
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Zytokinese-Ziel der Kinase HIPK2 (8), haben wir herausgefunden, dass die HIPK2-vermittelte
Phosphorylierung von Spastin an S268 den Spastinabbau hemmt, und wir haben gezeigt, dass es mdglich ist,
Neuritendefekte durch eine Erhéhung der Spastinspiegel zu beheben, die auf die HIPK2/Spastin-Achse in
Zellen wirkt, die SPG4-HSP-Defekte rekapitulieren.

(9). Sehr wichtig fiir die klinischen Auswirkungen sind unsere Ergebnisse, die zeigen, dass eine
pharmakologische Hemmung des Spastinabbaus in der Lage ist, paraphysiologische Spastinwerte in
heterozygoten SPG4-HSP-Neuronen der Maus und in von Patienten stammenden LCLs wiederherzustellen
(9). Insbesondere haben wir mindestens einen vielversprechenden pharmakologischen Wirkstoff zur
Erhéhung des Spastinspiegels identifiziert, MNL4924, ein Medikament, das in das zentrale Nervensystem
(ZNS) eindringt und von dem kiirzlich gezeigt wurde, dass es den Phénotyp von Mausmodellen anderer
neurodegenerativer Erkrankungen verbessert (10) und das sich derzeit in klinischen Studien der Phase 2-3

fiir verschiedene maligne Erkrankungen befindet
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=pevonedistat&cntry=&state=&city=&dist=). Diese
Erkenntnisse haben uns dazu veranlasst, praklinische Studien fiir MLN4924 zu beginnen, um das
Medikament bei SPG4- HSP neu zu positionieren und parallel dazu prognostische und pradiktive Biomarker
fiir therapeutische Strategien zu identifizieren, indem wir eine auf zelluldrer Bildgebung basierende Methode
verwenden, die wir kiirzlich entwickelt haben (11).

Im Rahmen unserer Studien zu den Spastin-Regulationswegen haben wir LCLs von SPG4-HSP-Patienten,
die verschiedene haploinsuffiziente trunkierende Mutationen tragen, die erwartungsgemill zu einer
reduzierten Expression des Spastin-Proteins flihren, hergestellt und charakterisiert (Abb. A). Wir stellten
fest, dass SPG4-LCLs ausgeprigte Defekte in der Organisation des MT-Zytoskeletts aufweisen (Abb. C und
F). Bemerkenswert ist, dass bei SPG4-LCLs die medikamenteninduzierte Spastin-Restauration mit einer
Rettung der MT-Zytoskelett-Organisation einhergeht (Abb. B-G). Um einen reproduzierbaren und
standardisierten biologischen bildbasierten Test der fiir SPG4-HSP charakteristischen MT-Defekte zu
erhalten, haben wir eine automatisierte Bildaufnahme und eine Pipeline fiir die automatisierte Bildanalyse
mit Modulen der Open-Source-Software CellProfiler (12) in geeigneter Reihenfolge entwickelt (11). Auf
diese Weise konnen wir auf automatische Weise viele verschiedene Parameter messen, darunter die und die
Position des Zellkerns und des Zellschwerpunkts fiir alle betrachteten Einzelzellen. Mit Hilfe dieser Pipeline
haben wir LCLs von drei verschiedenen Patienten analysiert und festgestellt, dass sich das MaB fiir den
Abstand zwischen Zell- und Zellkernschwerpunkt (denc) bei SPG4 eindeutig von dem der Kontrollzellen
unterscheidet (Abb. H und 11), was eine klare Unterscheidung zwischen pathologischen und gesunden
Zellen ermoglicht. Auf die gleiche Weise haben wir die Auswirkungen der MLN4924-induzierten Spastin-
Restauration auf das MT-Netzwerk in Kontroll- und Patientenzellen untersucht und dhnliche Ergebnisse in
LCLs und in frisch isolierten Phytohdmagglutinin (PHA)-stimulierten PBMCs erhalten, was darauf
hindeutet, dass unsere Analysen nicht durch Immortalisierung oder Zellmanipulation verdndert werden (Abb.
I und ref. 11). Dariiber hinaus haben wir festgestellt, dass unsere Analysen effizient durchgefiihrt werden
koénnen, wenn aufgetaute PBMCs oder PBMCs verwendet werden, die aus 2 Tage alten Vollblutproben
isoliert wurden, die bei Raumtemperatur aufbewahrt wurden und EDTA enthielten, um auch an gelagerten
PBMC:s zu testen.

Insgesamt haben uns diese Ergebnisse dazu veranlasst, diese Analysen auf eine groBe Patientenkohorte
auszudehnen und klinische Korrelationen durchzufiihren, um die Mdglichkeit zu eréffnen, einfache, schnelle,
nicht-invasive, kostengiinstige prognostische und/oder pradiktive Tests zu entwickeln.
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(A) Das Diagramm zeigt die mittels quantitativem Western Blot gemessenen Spastin-Proteinwerte von LCLs von
SPG4- HSP-Patienten (mit trunkierenden Mutationen) im Vergleich zu denen von gesunden Spenderkontrollen
(HD). ** p<0,01, t-Test. Arbitrére Einheiten, au. (B-D) SPG4- und HD-LCLs wurden mit MLN4924 0,1uM oder
seinem Losungsmittel DMSO behandelt und 16 Stunden nach der Behandlung mittels WB oder IF analysiert. In B:
reprasentative WB mit den angegebenen Abs; die Deneddylierung von Cullin ist als MNL4924-Positivkontrolle
dargestellt. Die Intensitdt der Spastinbanden wurde quantifiziert, normalisiert und relativ zur
Losungsmittelbehandlung als Mittelwert £ SD von vier unabhangigen Experimenten im rechten Feld angegeben.
In C, reprasentative Bilder der angegebenen Zellen, gefarbt mit Anti-Beta-Tubulin Ab und Gegenfarbung mit
Hoechst zur Nukleusmarkierung. In D zeigt das Histogramm den Prozentsatz der Zellen, die durch eine
polarisierte Organisation des MT-Zytoskeletts gekennzeichnet sind, als Mittelwert + SD von drei unabhangigen
Experimenten, bei denen >200 Zellen manuell analysiert wurden. *** p<0,0001, t-Test. ns= nicht statistisch
signifikant. MaRstabsbalken, 10 uM. (E-G) Der Spastin-Proteinspiegel kann durch Behandlung mit Valproinsaure
(VPA) wiederhergestellt werden, wie kirzlich in den kortikalen Neuronen eines Mausmodells der
spinozerebellaren Ataxie 20 gezeigt wurde, die durch eine Destabilisierung von Spastin gekennzeichnet ist (13).
Die angezeigten Zellen wurden mit 1mM VPA oder dem Losungsmittel DMSO behandelt und wie in B-D 24
Stunden nach der Behandlung analysiert. In E, reprasentative WB mit den angegebenen Abs; ein Anstieg von
Acetyl-Tubulin ist als VPA-positive Kontrolle dargestellt. In F, reprasentative Bilder der angegebenen Zellen,
gefarbt wie in C. In G, Histogramm wie in D. **p<0,01 *** p<0,001, t-Test Skalenbalken, 10 uM. (H) Dot-Blot zum
Vergleich von SPG4- und HD-LCLs wird gezeigt. Links: schematische Darstellung des dcnc-Parameters. (1) Dot-Blot
von SPG4- und HD-PBMCs als Reaktion auf eine Spastin-erhéhende Behandlung. Ahnliche Daten wurden auch
bei LCLs erhalten, die aus diesen Zellen hergestellt wurden. **p<0,01;*** p<0,001 t-test; ns= nicht statistisch
signifikant.



Ziele:

1. Analyse des MT-Zytoskelett-Netzwerks bei SPG4-HSP und seiner Beziehung zu molekularen und
klinischen Patientenmerkmalen.

2. Bewertung der Auswirkungen von Spastin-erhohenden Ansétzen auf das MT-Zytoskelett-Netzwerk in
von SPG4- HSP-Patienten stammenden Zellen.

Arbeitsplan:

Das Projekt ist in zwei Aufgaben unterteilt, deren Aktivitéten in sich teilweise iiberschneidenden Phasen
durchgefiihrt werden.

AUFGABE 1: Analysieren Sie das MT-Zytoskelett-Netzwerk bei SPG4-HSP und seine Beziehung zu
molekularen und klinischen Patientenmerkmalen.

In Zusammenarbeit mit dem Kliniker Dr. Carlo Casali werden wir die Organisation des MT-Zytoskelett-
Netzwerks in PBMCs aus einer italienischen SPG4-HSP-Patientendatenbank analysieren (n=90, ausgewahlt
aus 12 Familien - etwa 7 Mitglieder pro Familie, darunter auch asymptomatische Triger; deren
Mutationstyp, Alter des Ausbruchs, Symptome zum Zeitpunkt des Ausbruchs und klinische Merkmale
vollstindig annotiert sind, Ref. 13). Fiir alle diese 90 Patienten liegt ein Follow-up von mindestens fiinf
Jahren vor. Wir werden die Defekte im MT-Netzwerk mit den klinischen Merkmalen korrelieren. Die
Analysen werden sowohl in frisch isolierten, PHA-stimulierten PBMCs als auch in LCLs durchgefiihrt. Um
auch einen langfristigen Einblick in die beobachteten Phanotypen zu erhalten, haben wir eine
Nachbeobachtung geplant, um festzustellen, ob sie konstant sind oder Verdnderungen unterliegen, und um
eine Korrelation mit dem Fortschreiten/Stabilitdit der Krankheit herzustellen. Eine zweijéhrige
Nachbeobachtung wird innerhalb des Zeitrahmens der Forderung fiir 20 Patienten (die zu drei verschiedenen
Familien gehoren) durchgefiihrt, da ich bereits LCLs aus ihren Proben bestimmt habe. Eine einjdhrige
Nachbeobachtung wird innerhalb des Zeitrahmens des Zuschusses fiir 70 Patienten abgeschlossen und im
Falle der Verldngerung des Zuschusses um ein zweites Jahr verldngert.

Methodik: Periphere Blutproben werden in zwei Teile geteilt, um PBMCs zu isolieren und LCLs zu
etablieren. Die Organisation des MT-Zytoskeletts wird mittels Immunfluoreszenz unter Verwendung eines
Anti-Beta-Tubulin-Antikdrpers und Hoechst-33342 zur Markierung von MT bzw. Zellkernen untersucht.
Wie in unseren vorldufigen Ergebnissen beschrieben, werden automatisierte Bilderfassungen und -analysen
mit hohem Informationsgehalt durchgefiihrt. Insbesondere werden wir uns auf die Messungen des Abstands
zwischen dem Zellschwerpunkt und dem Kernschwerpunkt konzentrieren, die bei SPG4-HSP-Zellen im
Vergleich zu HD-Zellen in der Untergruppe der bereits analysierten Zellen statistisch signifikante
Unterschiede zeigten (siche Vorldufige Ergebnisse). MT-Defekte werden mit molekularen (z. B. Art der
Mutation, GroBle des Proteinprodukts) und klinischen Merkmalen wie funktionellen Gangtests, Spastic
Paraplegia Rating Scale (SPRS; 14) und Krankheitsprogressionsrate (berechnet als SPRS2-SPRS1/Anzahl
der Jahre zwischen SPRS2 und SPRS1; wobei SPRS1 und SPRS2 die Werte bei der ersten bzw. letzten
klinischen Bewertung sind) korreliert. Fiir die Folgestudien gilt: Wenn sich die Festlegung von LCLs als
entbehrlich erweist, vermeiden wir eine mithsame und zeitaufwéndige Stabilisierung der LCLs. Bei der
jahrlichen Visite der Patienten entnehme ich eine Blutprobe, fiihre die MT-Analysen an den PHA-
stimulierten PBMCs durch und korreliere die Daten, wie zuvor beschrieben.

AUFGABE 2: Bewertung der Auswirkungen von Spastin-erhohenden Ansitzen auf das MT-
Zytoskelett-Netzwerk in von SPG4-HSP-Patienten stammenden Zellen.

Wir werden die Auswirkungen von zwei verschiedenen Spastin-erhdhenden Ansdtzen auf die MT-
Organisation untersuchen. Wir werden die pharmakologische Behandlung MNL4924 zur Hemmung des
Spastinabbaus oder HIPK2



Uberexpression, um die Spastinphosphorylierung zu erhdhen und seine Stabilisierung zu induzieren, wie wir
gezeigt haben (9).

Methodik: Das MT-Zytoskelett-Netzwerk wird zu verschiedenen Zeitpunkten nach Behandlung mit
MLN4924 oder seinem Losungsmittel DMSO analysiert, wie in Aufgabe 1 beschrieben. Die Uberexpression
von HIPK2 mit Hilfe eines Lentivirus erreicht, der GFP-HIPK2 exprimiert (bereits im Labor vorhanden).
GFP-exprimierende Lentiviren werden als Kontrolle verwendet. Die Wirksamkeit der Behandlungen wird auch
durch biochemische Tests bestatigt (z. B. durch Messung der Proteingehalte von HIPK2 und Spastin mittels
Western Blot mit spezifischen Abs).

Alle fiir die Durchfiihrung erforderlichen Methoden und Instrumente sind in der von Dr. Rinaldo geleiteten
Gruppe am IBPM-CNR vorhanden. Ich werde auch von einer bereits bestehenden wichtigen
Zusammenarbeit mit der von dem Kliniker Dr. Carlo Casali geleiteten Einheit - UOC Neuroriabilitazione -
Dip. SBMC - Universitit Sapienza Rom. Er wird sein Fachwissen und Proben aus einer Reihe von SPG4-
HSP-Patienten zur Verfiigung stellen, die vollstindig charakterisiert sind (90 Patienten aus 12 Familien;
bioethische Genehmigung Ethikkommission von Asl Roma 2, Rom, Italien N. 0074975/2020). Ein von Dr.
Casali vorbereitetes Schreiben, in dem er seine Bereitschaft zur Zusammenarbeit mit mir wéahrend des
Projekts erklirt, ist auf Anfrage erhiltlich. Das IBPM-Labor fiir Genetik verfiigt iber eine fortschrittliche
Mikroskopie-Plattform, das Nikon-Referenzzentrum fiir Mittel- und Siiditalien
(http://bbcd.bio.uniromal.it/bbcd/archivionotizie/cnr- microscopy-platform-nikon-reference-center-ibpm),
die kiirzlich als Teil von PON-IMPARA implementiert wurde. Projekt  Euro-Bloimaging-
INFRASTRUCTURE) und ist  Teilvon NeuroNet
Consortium (https://www.ibpm.cnr.it/index.php?option=com_k2&view=item&id=450:resourcesQuk&Itemid=2
1&lang=de), das komplementére Aspekte der Neurobiologie in verschiedenen Modellsystemen untersucht
und einen fruchtbaren wissenschaftlichen Austausch ermoglicht. Dariiber hinaus bietet die Ansiedlung der
IBPM-Laboratorien an Universitét Sapienza den zusétzlichen Vorteil des Zugangs zu gemeinsamen
Einrichtungen und Infrastrukturen sowie zu den wissenschaftlichen Fachkenntnissen, Studenten und dem
Seminarprogramm des MSc-Kurses in Neurobiologie. Im Hinblick auf die kiinftigen Auswirkungen des
vorgeschlagenen Projekts haben sich mehrere Gruppen innerhalb Instituts in letzter Zeit darauf konzentriert,
die aus grundlagenwissenschaftlichen Projekten gewonnenen Erkenntnisse fiir innovative therapeutische
Strategien zu nutzen (z. B. Entwicklung und Analyse neuartiger Wirkstoffe, innovative Strategien fiir die
Verabreichung von Wirkstoffen, Einsatz von therapeutischen kiinstlichen Genen).

Finanzieller Rahmen:

1 Jahr Kosten

Material und WB- und IF-Reagenzien, Antikorper, Zellkulturmedien, 7,000€
Verbrauchsm Arzneimittel, Glaswaren und Einwegartikel

aterial

Mikroskopie Verbrauchsmaterial, Fluoreszenz- und 3,000€

Montagefarbstoffe, Software
Insgesamt 10,000€
Ausblick:

Die Verwirklichung der Ziele dieses Projekts wird neue prognostische und préadiktive Instrumente
hervorbringen. Konkret werden wir:

- das MT-Netzwerk bei SPG4-HSP-Patienten mit unterschiedlichem Schweregrad der Erkrankung zu
analysieren.

- den MT-Phénotyp zu charakterisieren, der fiir die Ex-vivo-Messung der Wirkungen verschiedener
Medikamente und fiir die In-vivo-Messung von Patientenbehandlungen niitzlich sein kann.
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