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Un gruppo di patologie neurodegenerative  
molto eterogeneo dal punto di vista clinico e 
genetico caratterizzato da progressiva 
spasticità e debolezza degli arti inferiori 

I motoneuroni richiedono  
- un elevato metabolismo energetico 
- un efficiente sistema di trasporto lungo l’assone 
- meccanismi di comunicazione altamente regolati 

sono più sensibili di altre cellule a 
alterazioni di questi processi 

Primo 
motoneurone 

Secondo 
motoneurone 

PARAPARESI SPASTICHE EREDITARIE   

Degenerazione dell’assone del primo 
motoneurone nel tratto corticospinale  



TRAFFICO 
ENDOSOMALE 
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MITOCONDRIALE 
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PROCESSI CELLULARI COINVOLTI NELLA PATOGENESI DELLE PPS 

Blackstone. Annu. Rev. Neurosci. 2012. 

FORMAZIONE 
DELLA MIELINA 

MANTENIMENTO DI 
STRUTTURA  E  
FUNZIONE DEL RETICOLO 
ENDOPLASMATICO 

AUTOFAGOCITOSI 

PLP1 (SPG2) 
Connexin 47 (SPG44) 
FA2H (SPG35) 

KIF5A (SPG10) 
KIF1A (SPG30) 
Spastin (SPG4) 

Atlastin1 (SPG3A), Spastin 
(SPG4), NIPA1 (SPG6), 
Strumpellin (SPG8), Spartin 
(SPG20), Maspardin (SPG21), 
VPS37A (SPG53), Spatacsin 
(SPG11), Spastizin (SPG15), 
AP5Z1 (SPG48),  
AP4B1 (SPG47), AP4M1 
(SPG50), AP4E1 (SPG51), 
AP4S1 (SPG52) 

Paraplegin (SPG7) 
Hsp60 (SPG13)  
Spartin (SPG20)  
REEP1 (SPG31)  
C12orf65 (SPG55) 
Opa3, mtATPase6 

Atlastin 1 (SPG3A)  
Spastin (SPG4)  
REEP1 (SPG31) 
Reticulon 2 (SPG12)  
REEP2 (SPG72) 
ARL6IP1 (SPG61) 
RAB3GAP2 (SPG69) 
ERLIN2 (SPG18), ERLIN1 (SPG62) 

Atlastin1 (SPG3A) 
Spastin (SPG4)  
REEP1 (SPG31) 
Erlin2 (SPG18) 
Spartin (SPG20) 
Seipin (SPG17) 
DDHD1 (SPG28) 
DDHD2 (SPG54) 
NTE (SPG39) 

Spatacsina (SPG11) 
Spastizina (SPG15) 
TECPR2 (SPG49) 



La mielina è una guaina lipidica che 
viene prodotta e organizzata dalla 
glia, avvolge l’assone e permette la 
trasmissione dell’impulso nervoso.  

PLP1 (SPG2) 
Connexin 47 (SPG44) 
MAG  

FA2H (SPG35)              sintesi di sfingolipidi  
                                    (precursori dei costituenti della mielina) 

Regola lo sviluppo della glia 
Formazione della mielina  

FORMAZIONE  
DELLA MIELINA 



I MN richiedono un trasporto 
assonale efficiente per  
-distribuire proteine, lipidi, 
organelli e altre molecole lungo 
l’assone  
-localizzare gli organelli in 
distretti specifici della cellula 

KIF5A (SPG10) 
KIF1A (SPG30) 

Le mutazioni determinano  
-alterazioni del trasporto assonale 
-accumulo di organelli nel corpo 
cellulare 
-il mancato apporto di neurofilamenti 
e organelli alle sinapsi 

Proteine motore che 
mediano il trasporto 
anterogrado 

Gibbs et al. Trends Biochem Sci. 2015 

Spastin (SPG4) 
proteina associata ai microtubuli 

TRASPORTO ASSONALE 



AP4B1 (SPG47) 
AP4M1 (SPG50) 
AP4E1 (SPG51) 
AP4S1 (SPG52) 

Regolano il traffico e la  
degradazione del 
recettore per EGF 

Traffico golgi-endosomi 

VPS37A (SPG53)  
Spartin (SPG20) 

Spatacsin (SPG11) 
Spastizin (SPG15)  

AP5Z1 (SPG48)  

Mukhopadhyay and Riezman. Science 2007 

Atlastin1 (SPG3A) 
Spastin (SPG4) 

NIPA1 (SPG6) 

Ruolo dell’endocitosi: 
- internalizzare componenti e 
nutrienti 
- regolare il signalling dei recettori 

TRAFFICO ENDOSOMALE  

Le mutazioni determinano: 
-difetti nel signalling dei recettori 
-accumulo di endosomi 

Regolano il traffico e la 
degradazione del 
recettore per BMP 

Formazione delle 
vescicole  

Strumpellin (SPG8)  
Maspardin (SPG21)  



Le mutazioni di NIPA1 (SPG6) 
determinano l’accumulo di 
aggregati di endosomi nel corpo 
cellulare e nell’assone dei 
motoneuroni 
 
ostacolano il trasporto assonale 
e causano degenerazione 

sezione dell’assone 

aggregati di endosomi 



Regolano l’attività mitocondriale   
Produzione di energia 

REEP1 (SPG31)  
C12orf65 (SPG55) 
Opa3, mtATPase6 

Le mutazioni determinano 
-alterazioni della morfologia e della funzionalità mitocondriale  
-ridotta produzione di energia 

Paraplegin (SPG7) 
Hsp60 (SPG13)  
Spartin (SPG20) 

Formazione e turnover delle proteine mitocondriali  
Rimozione di proteine mitocondriali danneggiate 

I neuroni richiedono alti livelli di 
energia per le loro funzioni 
altamente specializzate e sono 
particolarmene sensibili a difetti 
nella funzionalità mitocondriale  

FUNZIONALITA’ MITOCONDRIALE Organelli deputati alla 
-produzione di energia (ATP) 
-controllo dei livelli di calcio 



L’assenza di Paraplegina (SPG7) 
determina la formazione di 
mitocondri anomali e non 
funzionali, che si accumulano 
negli assoni insieme ai 
neurofilamenti 
 
 
ostacolano il trasporto assonale e 
causano degenerazione  

Court and Coleman. 2012 



Atlastin 1 (SPG3A) 
Spastin (SPG4) 
REEP1 (SPG31) 
Reticulon 2 (SPG12) 
REEP2 (SPG72)  
ARL6IP1 (SPG61) 
RAB3GAP2 (SPG69) 

Pathway di degradazione  
delle proteine associato al RE  

ERLIN2 (SPG18), ERLIN1 (SPG62) 

Funzioni: 
-sintesi delle proteine 
-regolazione dei livelli di calcio 
-sintesi dei lipidi  

STRUTTURA E FUNZIONE DEL  
RETICOLO ENDOPLASMATICO 

Blackstone. Ann Rev Neurosci. 2012 

Atlastina 1, Spastina, REEP1 e Reticulon 2 si localizzano sul RE 
tubulare e ne regolano la forma e l’interazione con i microtubuli. 

Ruolo nella formazione e 
nel mantenimento della 

struttura del RE 



REEP1 (SPG31) regola la 
curvatura del RE 
La sua assenza determina 
una riduzione della 
complessità del RE e la 
riduzione della lunghezza 
dell’assone 

Atlastin1 (SPG3A) regola la 
fusione dei tubuli del RE e 
promuove la formazione 
dell’assone  
La sua assenza riduce la 
lunghezza dell’assone 

ctr shRNA 

La regolazione della morfologia del RE 
tubulare è importante per la formazione 
e il mantenimento degli assoni 



METABOLISMO LIPIDICO 

Regolano la 
formazione e le 
dimensioni delle 
LD 

Atlastin1 (SPG3A) 
Spastin (SPG4)  
REEP1 (SPG31) 
Erlin2 (SPG18) 
Spartin (SPG20) 
Seipin (SPG17) 

Paar et al. J Biol Chem. 2012  

DDHD1 (SPG28) 
DDHD2 (SPG54) 
NTE (SPG39) 

Metabolismo dei 
fosfolipidi 

CYP2U1 (SPG56) Metabolismo degli acidi grassi 

CYP7B1 (SPG5A) Metabolismo del colesterolo 

Le mutazioni determinano 
-alterazioni nel numero, nelle dimensioni e nella costituzione delle LD 
-alterazioni nella distribuzione dei lipidi, nella formazione degli organelli e nel signalling 
-accumulo delle LD nel corpo cellulare e nell’assone 

Wilfling. 2014 

Il RE ha un ruolo importante nella formazione delle LD 



Processo tramite cui la cellula 
elimina materiale e organelli 
invecchiati o danneggiati 

TECPR2 (SPG49)  

Spastizin (SPG15) 
Spatacsin (SPG11) 

AUTOFAGOCITOSI 



Livelli di Spastizina e Spatacsina nelle linee cellulari ottenute da pazienti affetti da SPG15 e SPG11 

- forme recessive complicate di paraparesi spastica con 
assottigliamento del corpo calloso  
- molto simili dal punto di vista clinico  
- caratterizzate da progressiva spasticità e disabilità intellettiva 
con atassia cereberellare, neuropatia ed anomalie retiniche 
-insorgenza nella prima e seconda decade di vita  

SPG11 (Spatacsina) 
SPG15 (Spastizina) 

SPG11 SPG15 

Spastizina 



Vps34 

Uvrag 

Spastizina interagisce 
con Beclin1 e i suoi 
partner 

Rubicon 

Beclin1 

Spastizin 

Vps34 

Uvrag 

Rubicon 

Beclin1 

Spastizin L243P 

Spastizin I508N 
cellule controllo    cellule SPG15 

Le mutazioni di Spastizina 
alterano le interazioni con 
Beclin1 

Spastizina interagisce con Beclin1, una proteina chiave 
dell’autofagocitosi, che regola la formazione e la maturazione 
degli autofagosomi 



LC3 

p62 

Le cellule SPG15 presentano un numero maggiore di autofagosomi rispetto al controllo 

Vantaggiato et al. Brain. 2013 



In cellule SPG15 gli autofagosomi non si fondono con i lisosomi e 
non vengono degradati 

LC3RFP 

p62 

LAMP1 

LAMP1 
LC3RFP 

Vantaggiato et al. Brain. 2013 



L’assenza di Spastizina 
induce l’accumulo di 
autofagosomi nei neuroni 

I neuroni sono particolarmente 
sensibili all’accumulo di 
materiale di scarto e di organelli 
danneggiati all’interno della 
cellula 

Vantaggiato et al. Brain. 2013 

L’accumulo di autofagosomi nel 
corpo cellulare e nell’assone 
determina degenerazione 



Difetti di autofagocitosi e presenza 
di accumuli di autofagosomi anche 
in cellule SPG11 

Spastizina e Spatacsina 
interagiscono con AP5 una 
proteina che regola il 
traffico endocitotico 

Spastizin 

Spatacsin 

AP5 

ALR 



Gli autofagosomi per essere degradati devono fondersi con gli endosomi 
 
Difetti nel processo di fusione ostacolano la maturazione degli autofagosomi e ne causano 
l’accumulo 

Simonsen and Tooze, 2009 

Autofagocitosi ed endocitosi sono strettamente correlate 

ALR 

SPG11 
SPG15 



Rab5A 

Rab11 

MVB 

Endosomi 
precoci 

Spatacsin AP5 

Spastizin Rab5A 

Rab11 

Spatacsin AP5 

Spastizin 

Spastizina e Spatacsina interagiscono con Rab5 e Rab11 

Vantaggiato et al. Autophagy. 2018 



MVB Endosomi 
precoci 

cellule 
controllo 

Rab11 

Spastizin 
Spatacsin 

MVB 

Spatacsin 
Rab5A 

Spastizin 

-si localizzano sugli 
endosomi precoci e 
sui MVB 
-Spastizina recluta 
Beclin1 sugli 
endosomi 

Beclin1 Beclin1 



MVB Endosomi 
precoci 

cellule SPG15 

Vantaggiato et al. Autophagy. 2018 

Le mutazioni 
associate a SPG15 
causano la perdita 
di funzione di 
Rab5 e Rab11 

Rab11 Rab5 

Spastizin 

Spastizin  L243P 

Spastizin  I508N 

Beclin1 

cellule SPG11 

MVB Endosomi 
precoci 

Rab11 

Spastizin 
Spatacsin 

MVB 

Spatacsin 
Rab5A 

Spastizin 

cellule SPG11 

-si localizzano sugli 
endosomi precoci e 
sui MVB 
-Spastizina recluta 
Beclin1 sugli 
endosomi 

Beclin1 Beclin1 



MVB Endosomi 
precoci 

EEA1 LBPA 

EEA1 
LBPA 

LC3 

LC3 

Rab5 e Rab11 regolano la fusione degli endosomi precoci  
e dei MVB con gli autofagosomi 

Rab5A 

Rab11 

Vantaggiato et al. Autophagy. 2018 

La perdita di funzione di Rab5 e Rab11 in cellule 
SPG15 provoca difetti nella fusione  tra gli endosomi 
e gli autofagosomi 



Endosomi 
precoci EEA1 

LC3 

LC3 

EEA1 

LC3 

LC3 

LBPA 

LBPA MVB 

FUSIONE ENDOSOMI-AUTOFAGOSOMI 
cellule SPG15 

ENDOSOMI 
PRECOCI 

MVB 

Vantaggiato et al. Autophagy. 2018 



In cellule SPG11 non vi sono alterazioni nella fusione endosomi-autofagosomi 

ENDOSOMI PRECOCI MVB 

Vantaggiato et al. Autophagy. 2018 



ZFYVE26/SPASTIZIN and SPG11/SPATACSIN mutations in 
hereditary spastic paraplegia types SPG15 and SPG11 have 
different effects on autophagy and endocytosis 

Autophagy. In press 

Chiara Vantaggiato, Elena Panzeri, Marianna Castelli, Andrea Citterio, Alessia Arnoldi, Filippo Maria 
Santorelli, Rocco Liguori, Marina Scarlato, Olimpia Musumeci, Antonio Toscano, Emilio Clementi, 
Maria Teresa Bassi 

FUSIONE AUTOFAGOSOMI-ENDOSOMI 

Endosomi 
precoci 

EEA1 

LBPA 

EEA1 

LBPA 
Autolisosomi 

Lisosomi 

cellule SPG11 e SPG15 

ALR 

Anfisomi 
Autofagosomi 

MVB 

LC3 

Rab11 

LC3 

Rab5 cellule  
SPG15 

La presenza di entrambi i difetti in cellule SPG15 determina un 
difetto di autofagocitosi più grave rispetto a cellule SPG11 con 
l’accumulo di un numero maggiore di autofagosomi 



Drosophila come modello animale  

per confermare in vivo il ruolo delle due proteine   

testare una serie di composti noti per modulare l’autofagocitosi 

 

 

ottenere il rescue del fenotipo patologico 

identificare uno o più candidati per il trattamento farmacologico 

difetto specifico: ACCUMULO DI AUTOFAGOSOMI 

Qualsiasi sostanza che permette di ridurre l’accumulo di autofagosomi  
è un buon candidato per il trattamento farmacologico 



-Circa il 75% dei geni patologici umani possiede 
un gene omologo corrispondente in Drosophila 

DROSOPHILA M. COME MODELLO PER LO STUDIO DI 
MALATTIE GENETICHE NEURODEGENERATIVE 

-Ciclo vitale breve  
-Costi di mantenimento bassi 
 
-Possibilità di gestire elevati numeri 
di individui in poco spazio, 
condizione favorevole per fare 
screening genetici e farmacologici 
 
-Permette di studiare la funzione  
di un gene in fasi diverse dello  
sviluppo e in tessuti diversi 
 

Sistema nervoso 

Sistema neuro-muscolare 



Aumento dell’area 
sinaptica in presenza di 
vinblastina 

L’assenza di Spastina determina 
l’accumulo di microtubuli 

eccessivamente stabili 
Il trattamento in vivo con 

vinblastina, che destabilizza i 
microtubuli, attenua il fenotipo 

patologico  

La Drosophila è stata utilizzata per 
dimostrare il ruolo di Spastina (SPG4) nella 
regolazione della stabilità dei microtubuli..  

..e per testare in vivo 
l’efficacia del trattamento 
farmacologico con vinblastina 



Ruolo di Spastina nel 
metabolismo lipidico 

Ruolo di Atlastina nella 
fusione delle 
membrane del reticolo 



il silenziamento determina 
una riduzione dell’80% nei 
livelli di espressione di Spg15 

Il silenziamento di SPG15 
determina l’accumulo di 
autofagosomi nei tessuti di 
Drosophila 

Uso di linee di Drosophila in cui SPG15 è silenziato 
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