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PARAPARESI SPASTICHE EREDITARIE

Un gruppo di patologie neurodegenerative
P”"‘Z;‘;:::m' molto eterogeneo dal punto di vista clinico e
metoneurone genetico caratterizzato da progressiva
spasticita e debolezza degli arti inferiori

Secondo
motoneurone

| motoneuroni richiedono

- un elevato metabolismo energetico

- un efficiente sistema di trasporto lungo I'assone
- meccanismi di comunicazione altamente regolati

¥

sono piu sensibili di altre cellule a
alterazioni di questi processi

Muscle




PROCESSI CELLULARI COINVOLTI NELLA PATOGENESI DELLE PPS

Blackstone. Annu. Rev. Neurosci. 2012.

AUTOFAGOCITOSI  TRASPORTO - " FORMAZIONE

Spatacsina (SPG11) ASSONALE | . DELLA MIELINA
Spastizina (SPG15) KIF5A (SPG10) PPl (SI.>G2)
TECPR2 (SPG49) KIF1A (SPG30) Connexin 47 [(SPG44)

Spastin (SPG4) Vi FA2H (SPG3p)

MANTENIMENTO DI
STRUTTURA E

FUNZIONALITA’ METABOLISMO FUNZIONE DEL RETICOLO TRAFEICO
MITOCONDRIALE LIPIDICO ENDOPLASMATICO ENDOSOMALE
. Atlastin1 (SPG3A) Atlastin 1 (SPG3A) Atlastinl (SPG3A), Spastin
:asLaGI::ing(f:)Gﬂ Spastin (SPG4) Spastin (SPG4) (SPGA4), NIPA1 (SPG6),
Spartin (SPG20) REEP1 (SPG31) REEP1 (SPG31) Strumpellin (SPG8), Spartin
REEP1 (SPG31) ErImZ- (SPG18) Reticulon 2 (SPG12) (SPG20), Maspardin (SPG21),
C120rf65 (SPG55) Spartin (SPG20) REEP2 (SPG72) VPS37A (SPG53), Spatacsin
Opa3, mtATPase6 Seipin (SPG17) ARL6IP1 (SPG61) (SPG11), Spastizin (SPG15),
! DDHD1 (SPG28) RAB3GAP2 (SPG69) AP5Z1 (SPG48),
DDHD2 (SPG54) ERLIN2 (SPG18), ERLIN1 (SPG62) AP4B1 (SPG47), APAM1
NTE (SPG39) (SPG50), AP4E1 (SPG51),
AP4S1 (SPG52)



FORMAZIONE La mielina & una guaina lipidica che

DELLA MIELINA viene prodotta e organizzata dalla
glia, avvolge I'assone e permette la

trasmissione dell’impulso nervoso.

PLP1 (SPG2) Regola lo sviluppo della glia
Connexin 47 (SPG44) Formazione della mielina
MAG

FA2H (SPG35) sintesi di sfingolipidi

(precursori dei costituenti della mielina)

Science 280 (5369), 1610-1613.
DOI: 10.1126/science.280.5369.1610
Axonal Swellings and Degeneration in Mice
Lacking the Major Proteolipid of Myelin
lan Griffiths, Matthias Klugmann, Thomas Anderson,
Donald Yool, Christine Thomson, Markus H. Schwab,

Armin Schneider, Frank Zimmermann, Mailise McCulloch,
Nancy Nadon, Klaus-Armin Nave*



I MN richiedono un trasporto
TRASPORTO ASSONALE assonale efficiente per

-distribuire proteine, lipidi,

organelli e altre molecole lungo
I'assone
-localizzare gli organelli in

AR s distretti specifici della cellula

transport
Synaptic vesicle Mitochondria Secretory
KIF5A (SPG10) e
KIF1A (SPG30)
Proteine motore che e
mediano il trasporto B U S Spastin (SPG4)
anterogrado proteina associata ai microtubuli

Neurogenetics (2012) 13:169-179

DO 10.1007/510048-012-0324-y
Le mutazioni determinano

-alterazioni del trasporto assonale
, -accumulo di organelli nel corpo
Axonal transport deficit in a KIF54A" mouse model cellulare

, , ) , -il mancato apporto di neurofilamenti
Kathrin N. Karle « Diana Mickel - Evan Reid - i . .
Ludger Schils e organelli alle sinapsi

ORIGINAL ARTICLE




TRAFFICO ENDOSOMALE Ruolo dell’endocitosi:

- internalizzare componenti e
nutrienti

- regolare il signalling dei recettori

Atlastinl (SPG3A)  Regolano il traffico e la

Spastin (SPG4)  degradazione del
NIPAl (SPG6) recettore per BMP

VPS37A (SPG53)
Regolano il traffico e la Spartin (SPG20)
degradazione del Spatacsin (SPG11)
recettore per EGF Spastizin (SPG15)

AP5Z1 (SPG48)

Strumpellin (SPG8)

Formazione delle Maspardin (SPG21)
Vescicole AP4B]. (S PG47) Mukhopadhyay and Riezman. Science 2007

_ _ _ AP4M1 (SPG50)  Le mutazioni determinano:
Traffico golgi-endosomi  AP4E1 (SPG51)  -difetti nel signalling dei recettori

AP4S1 (SPG52) -accumulo di endosomi




J Neuropathol Exp Neurol WVol. 72, No. 11
Copyright © 2013 by the American A it Neuropathologi 1 November 2013
pp. 1016-1028

ORIGINAL ARTICLE

Pathogenesis of Autosomal Dominant Hereditary Spastic

Paraplegia (SPG6) Revealed by a Rat Model

Fumihiro Watanabe, PhD, William D. Arnold, MD, Robert E. Hammer, PhD, Odelia Ghodsizadeh,
Harmeet Moti, Mackenzie Schumer, Ahmed Hashmi, Anthony Hernandez, Amita Sneh,
Zarife Sahenk, MD, PhD, and Yaz Y. Kisanuki, MD

Le mutazioni di NIPA1 (SPG6) =\
determinano I'accumulo di " @
aggregati di endosomi nel corpo R ’

cellulare e nell’assone dei

motoneuroni '

ostacolano il trasporto assonale
e causano degenerazione

aggregatl di endosom|

sezione deII assone
A




FUNZIONALITA’ MITOCONDRIALE Organelli deputati alla
-produzione di energia (ATP)

-controllo dei livelli di calcio

energia per le loro funzioni
altamente specializzate e sono

particolarmene sensibili a difetti
nella funzionalita mitocondriale

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

REEP1 (SPG31)
C12o0rf65 (SPG55)
Opa3, mtATPaseb

Formazione e turnover delle proteine mitocondriali
Rimozione di proteine mitocondriali danneggiate

Regolano l'attivita mitocondriale
Produzione di energia

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



J Clin Invest. 2004 Jan;113(2):231-42.

Axonal degeneration in paraplegin-deficient mice is associated with abnormal
mitochondria and impairment of axonal transport.

Ferreirinha F', Quattrini A, Pirozzi M, Valsecchi V, Dina G, Broccoli V, Auricchio A, Piemonte F, Tozzi G, Gaeta L, Casari G, Ballabio A, Rugarli EL.

(a) Healthy axon

L'assenza di Paraplegina (SPG7)
determina la formazione di
mitocondri anomali e non
funzionali, che si accumulano
negli assoni insieme ai
neurofilamenti

1

ostacolano il trasporto assonale e
causano degenerazione

Court and Coleman. 2012 TRENDS in Neurosciences



STRUTTURA E FUNZIONE DEL
RETICOLO ENDOPLASMATICO

Atlastin 1 (SPG3A)
Spastin (SPG4)
REEP1 (SPG31)

Reticulon 2 (SPG12)
REEP2 (SPG72)

struttura del RE

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

Reticolo endoplasmatico liscio

F u n A l O n i . Nuclear envelope Rough ER
-sintesi delle proteine Goloi
o a Mo o o o Smooth ER
-regolazione dei livelli di calcio N —
-sintesi dei lipidi 2,

ERLIN2 (SPG18), ERLIN1 (SPG62)

Pathway di degradazione
delle proteine associato al RE

Smooth tubular ER

_ Blackstone. Ann Rev Neurosci. 2012 I




Related Commentary, page 4134 E

A spastic paraplegia mouse model reveals
REEP1-dependent ER shaping

Christian Beetz,! Nicole Koch,? Mukhran Khundadze,? Geraldine Zimmer,? Sandor Nietzsche 4
Nicole Hertel,® Antje-Kathrin Huebner,? Rizwan Mumtaz,? Michaela Schweizer,® Elisabeth Dirren,”
Kathrin N. Karle,® Andrey Irintchev,® Victoria Alvarez,'® Christoph Redies,® Martin Westermann,*
Ingo Kurth,? Thomas Deufel,! Michael M. Kessels,2 Britta Qualmann,? and Christian A. Hiibner3

I e res REEP1 (SPG31) regola la

: ! \@Bj/(é/ % curvatura del RE
' %53@ é‘é @ La sua assenza determina

erstuceres N a riduzione della

L Reep1 knockout complessita del RE e Ia
iﬁ%%‘? riduzione della lunghezza
i S —— | ell’assone

ER structures

Human Molecular Genetics, 2006, Vol. 15, No. § 1343-1353
doi:10.1093/hmg/ddl054
Advance Access published on March 14, 2006

SPG3A protein atlastin-1 is enriched in growth
cones and promotes axon elongation during
neuronal development

Peng-Peng Zhu', Cynthia Soderblom', Jung-Hwa Tao-Cheng?, Julia Stadler'
and Craig Blackstone'*

§ g Atlastinl (SPG3A) regola la

fusione dei tubuli del RE e
promuove la formazione
dell’assone

La sua assenza riduce la
lunghezza dell’assone

Axon length/cell (um)




\\ METABOLISMO LIPIDICO

5/ )
iy Regolano la
/,_,:\\\;s <l formazione e le
) i . . .
" "\ dimensioni delle
/ b LD

LD LD

cytasol cytosol cytosol
P aTee—
ER luman —= ER lumen ER lumen

Metabolismo dei
Paar et al. J Biol Chem. 2012 fOSfOIIpldl

Wilfling. 2014  curent Coiian In Call Blakogy

Il RE ha un ruolo importante nella formazione delle LD

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



AUTOFAGOCITOSI

TECPR2 (SPG49)

Spastizin (SPG15)
Spatacsin (SPG11)

Lysonone Lysosomal hydrolase

Autophagosome Autolysosome

Isolation
membrane | \©

VESICLE VESICLE DOCKING VESICLE BREAKDOWN
NUCLEATION ELONGATION & FUSION & DEGRADATION




- forme recessive complicate di paraparesi spastica con
SPG11 (Spatacsma) assottigliamento del corpo calloso
o e - molto simili dal punto di vista clinico
SPG15 (Spastlzma) - caratterizzate da progressiva spasticita e disabilita intellettiva
con atassia cereberellare, neuropatia ed anomalie retiniche
-insorgenza nella prima e seconda decade di vita

RI209fsX  ZINC
l FINGER

- I|l|IIlillllIII|!E]|IIIIIIE:‘III ]
1 1
L243P IS08N
Spastizina

SPG15

Spatacsin

Spastizin
Spastizin

. actin
actin

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




doi: 10.1093/brain/ awt2 27 Brain 2013: 136; 31193139 | 3118

A OLBNAL OF NELROLOGY Autophagy 10:2, 374-375; February 2014; © 2014 Landes Bioscience

Defective autophagy in spastizin mutated patients |zryvE26/SPASTIZIN

wi th he rEd |tary SpaStl C parapafe‘SIS type 15 A close link between complicatcd hcrcditary spastic paraparesis and autophagy
Chiara '||I'anlag§iat3::..1 Claudia Crimella,” Giovanni Airoldi," Roman Polishchuk,? Sara Bonato,** . ) T . ) .
Erika Brighina,® Marina Scarlato,” Olimpia Musumeci,” Antonio Toscano,” Andrea Martinuzzi,® Chiara Vantaggiato,' Emilio Clementi,” and Maria Teresa Bassi

Filippo Maria Santorelli,” Andrea Ballabio,%'® Nereo Bresolin,*'! Emilio Clementi'*2 and Scientific Institute IRCCS E. Medea; Laboratory of Molecular Biology: Lecce, Italy; 2Unit of Clinical Pharmacology; Department of Biomedical

Maria Teresa Bassi’

and Clinical Sciences; University Hospital “Luigi Sacco”; Universita di Milano; Milan, Traly

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

0 o A IP: Spastizin
degli autofagosomi undrestel starvation
o 5
N . . & \)"‘QQ ‘9@%\“’\ \‘“QQ & \3"@ 56@%‘?’\
Spastizina interagisce Le mutazioni di Spastizina el .
. o . 1gG hi hain —
con Beclinl e i suoi alterano le interazioni con grelieny G
1 — Rubicon
partner Beclinl

T T [ e
AtgldL —

Atgl4L
IgG heavy chain — g

Vps34

Spastizin

Relative Beclin] co-IP

ctr  SpglSL243P SpglsISOSN

cellule controllo | cellule SPG15




Lysosome Lysosomal hydrolase

Autophagosome Autolysosome
N @)

|
Isolation
membrane = J\

VESICLE VESICLE . DOCKING VESICLE BREAKDOWN 1 10
NUCLEATION ELONGATION LC3 & FUSION & DEGRADATION :

LC3-positive vesicles
E |

arvation

R1209£sX

LC3RFP

R1209fsX

po62 starvation

LC3RFP LC3RFP

starvation | LC3RFP

p62 starvation

Vantaggiato et al. Brain. 2013



Lysosome Lysosomal hydrolase

Autophagosome e 1 Autolysosome

LC3RFP

LC3RFP

0.8 * oK

% ok kK

Relative LC3/Lamp]
colocalization

ctr L243P RI1209£fsX S1312X

Vantaggiato et al. Brain. 2013



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

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

Spgl5 shRNA1

Spg15 shRNA2

EN

LC3RFP

starvation

Spgl5 shRNA1

LC3RFP

starvation
Spgl5 shRNA2

starvation

LC3RFP

LC3-positive vesicles
a

Vantaggiato et al. Brain. 2013
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In Vivo Evidence for Lysosome Depletion and
Impaired Autophagic Clearance in Hereditary
Spastic Paraplegia Type SPG11
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Rita-Eva Varga"z*, Mukhran Khundadze, Markus Damme?®, Sandor Nietzsche?,
Birgit Hoffmann®, Tobias Stauber®®, Nicole Koch’, J. Christopher Hennings' .
Patricia Franzka', Antje K. Huebner', Michael M. Kessels’, Christoph Biskups,
Thomas J. Jentsch®, Britta Qualmann’, Thomas Braulke®, Ingo Kurth?,
Christian Beetz?, Christian A. Hiibner' *

siCTL

Spastizina e Spatacsina
interagiscono con AP5 una

proteina che regola il
traffico endocitotico %
Late Endosome

.

Lysosome

siSPG15
Cells with >20 autophagosomes (%)

siSPG11

Multivesicular Body

&

7~

The Journal of Clinical Investigation RESEARCH ARTICLE

ALR
Spastic paraplegia proteins spastizin and spatacsin

mediate autophagic lysosome reformation

Jaerak Chang, Seongju Lee, and Craig Blackstone

Autophagosome Autolysosome

Cell Biology Section, Neurogenetics Branch, National Institute of Neurological Disorders and Stroke, NIH, Bethesda, Maryland, USA.



Autofagocitosi ed endocitosi sono strettamente correlate

Multivesicular Body Late Endosome

~ @S -0

Lysosome

Early Endosome

Isolation
Membrane

Nucleation Expansion Maturation Degradation

ALR

° SPG15 Amphisome Autolysosome

Simonsen and Tooze, 2009

Gli autofagosomi per essere degradati devono fondersi con gli endosomi

Difetti nel processo di fusione ostacolano la maturazione degli autofagosomi e ne causano
I'accumulo




Spastizina e Spatacsina interagiscono con Rab5 e Rab11

Endosomi
precoci

Autophagosome Amphisome
IP: Spastizin Input
unt EB IgGlInput unt EB

Spastizin

Autolysosome

IP: Spatacsin Input (5%)

kDa unt

25 —

EB IgG Input

unt EB

25 —

—

25 —

250 —

(s

Spatacsin

100 —

250 —

Vantaggiato et al. Autophagy. 2018




cellule
controllo

Autophagosome

Amphisome

Autolysosome

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

endosomi




-si localizzano sugli
endosomi precoci e
sui MVB

Autolysosome ce | | u |e S PG 11

cellule SPG15

Le mutazioni
associate a SPG15
causano la perdita
di funzione di
Rab5 e Rabl1l

precoci

243P (~§ > e
Autophagosome Amphisome Autolysosome

Vantaggiato et al. Autophagy. 2018




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

Autophagosome Amphisome LBPA Autolysosome

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

Vantaggiato et al. Autophagy. 2018




Endosomi
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Vantaggiato et al. Autophagy. 2018
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Vantaggiato et al. Autophagy. 2018



Autophagy. In press

ZFYVE26/SPASTIZIN and SPG11/SPATACSIN mutations in

hereditary spastic paraplegia types SPG15 and SPG11 have
different effects on autophagy and endocytosis

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

Endosomi LBPA \/_
precoci —> \1, Lisosomi
EEA1

Rab5 cellule
Rab11

Anfisomi

FUSIONE AUTOFAGOSOMI-ENDOSOMI

ALR

|
&

¢

LBPA . .
Autolisosomi

Autofagosomi

Dectr

La presenza di entrambi i difetti in cellule SPG15 determina un ot
difetto di autofagocitosi piu grave rispetto a cellule SPG11 con e ol mz

s @

I'accumulo di un numero maggiore di autofagosomi

LC3-positive vesicles

o A




difetto specifico: ACCUMULO DI AUTOFAGOSOMI

Qualsiasi sostanza che permette di ridurre I'laccumulo di autofagosomi
e un buon candidato per il trattamento farmacologico

Drosophila come modello animale
per confermare in vivo il ruolo delle due proteine

testare una serie di composti noti per modulare I'autofagocitosi

¥

ottenere il rescue del fenotipo patologico

identificare uno o piu candidati per il trattamento farmacologico



-Ciclo vitale breve
-Costi di mantenimento bassi

-Possibilita di gestire elevati numeri
di individui in poco spazio,
condizione favorevole per fare
screening genetici e farmacologici

Sistema nervoso

Sistema neuro-muscolare
-Permette di studiare la funzione

di un gene in fasi diverse dello
sviluppo e in tessuti diversi



Curr Bigl. 2004 Jul 13;14{13):1135-47.

The hereditary spastic paraplegia gene, spastin, regulates microtubule stability to modulate
synaptic structure and function.

Trotta W7, Orso G, Rossetto MG, Daga A, Broadie K.

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

E Related Commantary, page 2968

..e per testare in vivo
I'efficacia del trattamento
farmacologico con vinblastina

The Journal of Clinical Investigation  htep://www.jci.org wlume 115 Numbe

Disease-related phenotypes in a Drosophlla
model of hereditary spastic paraplegia are
ameliorated by treatment with vinblastine

Genny Orso,! Andrea Martinuzzi,2 Maria Giovanna Rossetto,'2 Elena Sartori,-2
Mel Feany,? and Andrea Daga'?

L'assenza di Spastina determina  — vinblastine + Vinblastine
I’'accumulo di microtubuli
eccessivamente stabili

Il trattamento in vivo con
vinblastina, che destabilizza i
microtubuli, attenua il fenotipo
patologico

Aumento dell’area
sinaptica in presenza di
vinblastina
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Spastin Binds to Lipid Droplets and Affects
Lipid Metabolism

Chrisovalantis Papadopoulos™?, Genny Orso®, Giuseppe Mancuso'?, Marija Herholz**,
Sentiljana Gumeni®, Nimesha Tadepalle'#, Christian Jiingst®, Anne Tzschichholz*®,
Astrid Schauss®, Stefan Héning™*, Aleksandra Trifunovic®*, Andrea Daga®, Elena

l. Rugarli’ &+

mCherry-
spastin-M1

nature Vol 460/ 20 August 2009|doi:10.1038/ nature08280
Ruolo di Atlastina nella
fusione delle
membrane del reticolo

Homotypic fusion of ER membranes
requires the dynamin-like GTPase Atlastin

Genny Orso'*, Diana Pendin'*, Song Liu™*, Jessica Tosetto'”, Tyler J. Moss®, Joseph E. Faust®, Massimo Micaroni®,
Anastasia Egorova®, Andrea Martinuzzi!, James A. McNew? & Andrea Daga'®”
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ctr Spgl5

Relative Spgl5
expression

Il silenziamento di SPG15
determina I'accumulo di
autofagosomi nei tessuti di
Drosophila

Spgl5 RNAi -
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