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Analisi di autofagia ed apoptosi 
in SPG76 e identificazione di 
potenziali strategie di rescue 



Forma recessiva di paraparesi spastica ereditaria caratterizzata da 
progressiva spasticità lieve/moderata degli arti inferiori  
Insorgenza in età giovane/adulta  
Sono state descritte sia forme pure che complicate, associate a 
iperreflessia, disartria, neuropatia assonale, atassia cerebellare  
È una forma rara 1,4% delle forme europee 

SPG76 è associata a mutazioni del gene CAPN1, che codifica per Calpaina 1 



Le calpaine sono proteasi intracellulari attivate dal calcio che catalizzano 
il taglio proteolitico di una gran varietà di substrati e sono coinvolte in 
diversi processi cellulari 
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La mutazione causa la perdita di 
espressione di Calpaina1  



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

CALPAINA 1 REGOLA L’AUTOFAGIA 
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3 proteine chiave dell’autofagia sono substrati di Calpaina 1 
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CALPAINA 1 INIBISCE L’AUTOFAGIA IN 
CONDIZIONI BASALI 

Calpaina 1 taglia ATG7 e ATG5 inibendo la 
formazione del complesso ATG5-ATG12, la sintesi 
di LC3-II e la formazione degli autofagosomi 
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L’assenza di Calpaina 1 induce l’aumento dei 
livelli di ATG7, Beclin1 e del complesso ATG5-
ATG12 indicando una maggiore formazione di 
autofagosomi 
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L’assenza di Calpaina 1 induce 
-una maggiore formazione di 
autofagosomi 
-accumulo di autofagosomi 
nel citosol 



STARVATION AUTOFAGIA 
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Neurodegenerazione 
Morte cellulare 

Le cellule SPG76 
presentano alterazioni  
dell’autofagia 



Calpaina 1 è neuroprotettiva  
 

Calpaina 2 induce apoptosi e 
neurodegenerazione 

CALPAINA 1 E CALPAINA 2 HANNO EFFETTI OPPOSTI 
SULLA SOPRAVVIVENZA CELLULARE 



In condizioni basali l’assenza di Calpaina 1  
- riduce l’attivazione dei pathway di sopravvivenza cellulare  
- non altera l’attivazione di GSK3 suggerendo l’assenza di 
apoptosi 

PATHWAYS DI SOPRAVVIVENZA 

sopravvivenza 

Akt ERK1/2 

GSK3 
S9 

Calpaina 1 

apoptosi 

condizioni basali 



In condizioni di starvation le 
cellule SPG76 presentano  
- una ridotta attivazione di 
Akt ed ERK  
- una minore inibizione di 
GSK3 
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In risposta all’ER stress la cellula attiva la risposta UPR, una risposta 
protettiva che ha lo scopo di ristabilire l’omeostasi e la funzionalità 
del reticolo e di promuovere la sopravvivenza cellulare 

ER STRESS  

In presenza di uno stimolo di stress prolungato, la risposta UPR non è 
in grado di promuovere la sopravvivenza cellulare e determina 
attivazione di CHOP, apoptosi e morte cellulare. 

GRP94 
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-sintesi di proteine e lipidi 
-regolazione dei livelli di 
calcio 

RETICOLO ENDOPLASMATICO 



Le cellule SPG76 presentano alti livelli di 
espressione dei geni della risposta UPR e del 
fattore pro-apoptotico CHOP  
 
le cellule SPG76 non sono in grado di 
rispondere allo stimolo di stress 
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la cellula attiva un processo di 
morte cellulare programmata 
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L’assenza di Calpaina 1 induce 
apoptosi in cellule SPG76 
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Le cellule SPG76 
presentano alti livelli 
di attivazione delle 
caspasi 3, 7 e 9 
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Diverse patologie presentano 
alterazioni dell’attività di calpaina 1 
e calpaina 2 

Calpaina 1 e calpaina 2 sono iperattivate 
e la loro inibizione è considerata come 
strategia terapeutica 



Sono stati sviluppati diversi 
inibitori di calpaina 1 e 
calpaina 2 per applicazioni 
terapeutiche  
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L’inibizione di calpaina 2 
aumenta i livelli di 
attivazione di Akt e 
l’inibizione di GSK3 
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Inibitori potenti e selettivi di calpaina 1 e calpaina 2 
Presentano effetti protettivi in vivo.  
Permeabile alla barriera ematoencefalica. 



Risposta UPR 

CHOP 

L’inibizione di calpaina 2 riduce i 
livelli dei geni della risposta UPR 
e i livelli di CHOP 
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L’inibizione di Calpaina 2 
potrebbe essere una strategia 
terapeutica per SPG76 
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SOPRAVVIVENZA 

ALLN 

CALPAIN INHIBITOR III 
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Attivazione di Akt 
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L’attivazione del signalling di Akt e l’inibizione di 
GSK3 potrebbero essere un’altra potenziale 
strategia terapeutica per SPG76  



Testare gli inibitori di calpaina 2 e altre 
potenziali sostanze in vivo in un modello 
di Drosophila di SPG76 

Generazione di un modello CRISP/Cas9 
di Drosophila in cui il gene omologo 
CalpB non è espresso  
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