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Die hereditaren spastischen Spinalparalysen (HB®3asen eine Gruppe genetisch und
klinisch heterogener Erkrankungen. Seit der Idemifung des ersten HSP-Gens Mitte der
90er Jahre wachst die Anzahl bekannter HSP-Gendigt&s kristallisieren sich jedoch
gemeinsame Pathomechanismen heraus. Die Besoridiheiotorischen Nervenzellen liegt
u.a. in ihren langen Fortsatzen und damit besond&néorderungen an den axonalen
Transport. Besonders deutlich wird dies bei einetedorm der HSP, der SPG10, die durch
Mutationen im neuronalen Kinesin Heavy Chain ProtdiF5A verursacht wird. Bei
Patienten liegen hauptsachlich missense MutationdBereich der Motordomane des KIF5A
Proteins vor. Mause mit fehlendem KIF5A Proteirgeei sehr deutliche motorische
Beeintrachtigungen und sterben kurz nach der G€KiatCH, Roberts EA et al2003)
Abnormal neurofilament transport caused by targdisdiption of neuronal kinesin heavy
chain KIF5A.J Céll Biol, 161:55-66.). Histologisch erscheinen die Zelllairger
Motoneurone im Ruckenmark vergrofRert, die tUbrigeoogische Untersuchung war
unauffallig.

Wir kultivieren embryonale (E12,5) Motoneurone desn Rickenmark und sensible
Neurone aus den Spinalganglien (dorsal root gangk:) und charakterisierten sie
beziiglich Uberlebensraten, Morphologie und Langemstm. Im Weiteren etablierten wir
die Untersuchung des Mitochondrien-Transporte®bariden Motoneuronen in Zellkultur.
Die Uberlebensraten der Motoneurone tber funf Tad@ultur sind bei KIF5A-/- Mausen im
Vergleich zu KIF5A+/- und KIF5A+/+ statistisch sifjkant reduziert. Bei sensiblen
Neuronen zeigen sich bei den Uberlebensraten GbéTage keine Unterschiede zwischen
den drei Genotypen. In Motoneuronen der KIF5A-/-Uskiist im Vergleich zu KIF5A+/- und
KIF5A+/+ Zellen das Auswachsen der Axone und demddgen signifikant vermindert. Die
Anzahl der axonalen Aste ist reduziert, die Anzigtl Dendriten nicht verandert. Ahnlich,
jedoch in geringerem Ausmal finden sich Verandexaorigei sensiblen Nervenzellen: Das
Auswachsen der Neuriten ist bei KIF5A-/- ZellenWargleich zu KIF5A+/- und KIF5A+/+
signifikant reduziert.

Obwohl in Neuronen verschiedene Vertreter der Km&smilie vorhanden sind, kann das
Fehlen von KIF5A offensichtlich nicht vollstandigikpensiert werden. Um die durch den
KIF5A-Verlust verursachten Effekte weiter zu vehsm, haben wir den Transport von
Mitochondrien in Motoneuronen mittels time-lapseafying untersucht. Interessanterweise ist
die maximale Transportgeschwindigkeit in KIFS5A-/otdneuronen im Vergleich zu
KIF5A+/- und KIF5A+/+ reduziert, ebenso die miteefransportgeschwindigkeit der sich
bewegenden Mitochondrien. Bei der separaten Béumgedes Transportes in anterograde
und retrograde Richtung (bislang nur vorlaufige viegung mit geringer Fallzahl) findet sich
fur den anterograden Transport eine tendenziellenwglerung, fur den retrograden
Transport eine signifikante Reduktion der maximalad mittleren
Transportgeschwindigkeit.

Zusammenfassend zeigt sich bei den KIF5A-/- Motooreen eine verminderte
Uberlebensrate sowie eine Beeintrachtigung desad@omund dendritischen Wachstums. Bei
sensiblen Nervenzellen finden sich beim Fortsathataon ahnliche, jedoch geringer
ausgepragte Defekte. Das Uberleben der sensiblereieellen ist nicht beeintrachtigt. Wir
konnten zeigen, dass die Transportgeschwindigkeithitochondrien in KIF5A-/-
Motoneuronen verlangsamt ist.

Damit stellt die KIF5A KO Maus ein gutes Modell Znarstellung des axonalen Transportes
dar. Einschrankend in der Ubertragbarkeit der Emigsle auf Patienten mit SPG10 ist jedoch,
dass bei Patienten mit SPG10 der genetische Deifekt einem knockout Mechanismus



folgt, sondern missense Mutationen mit moglichemmisd@ant negativem Effekt vorherrschen.
Dementsprechend streben wir die Generierung eirssModells an, das eine der humanen
pathogenen Mutationen tragt.

Axonal transport deficits in a mouse model of SPG10

Motor neurons, the cells predominantly affectetieneditary spastic paraplegias (HSP),
feature an extreme anatomy with extremely long axammprising the corticospinal tract.
Pathology reveals a length-dependent degeneratiaxons starting in the distal parts of the
corticospinal tract leading to spasticity espegiaillower limbs. At present, 16 genes causing
HSP have been cloned, several of them are likefffext axonal transport.

We have established primary motor and sensory nezelb culture to analyse morphology
and axonal transport. Axonal transport appeargalitor pathogenesis of HSP, especially in
SPG 10, which is caused by mutations in kinesivehain (KIF5A), the neuronal motor of
fast anterograde transport. We analyzed KIF5A K@enfy primary motor neuron culture
and found in homozygous knockout mice a reducedalrrate and an axonal and dendritic
outgrowth deficit in comparison to heterozygous asidtype mice. Time-lapse imaging of
mitochondrial movements is performed and prelimirgata show a transport deficit for
mitochondria in KIF5A KO motor neurons. In KIF5A K€ensory neurons, we found similar,
even though less marked abnormalities.



