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

Dott.ssa Chiara Vantaggiato
Laboratorio di Biologia Molecolare,
IRCCS E. Medea-La Nostra Famiglia, Bosisio Parini

ASSOCIAZIONE

qﬂ la Nostra famiglia

EUGENIO MEDEA



REPORT

Mutations in CAPNT Cause Autosomal-Recessive
Hereditary Spastic Paraplegia
Ziv Gan-0r,1.23.15 Maima Bouslam, 415 Narha Birouk,s5.15 Alexandra Lissouba, 5715 Daniel B. Chambers, s

Julie Vériépe, 57 Alaura Androschuk® Sandra B, Laurent,’.® Daniel Rochefort, . Dan Spiegelman, 1.3
Alexandre Dionne-Laporte,'# Anna Szato,’ Meijiang Liao, 7 Denise A, Figlewice, " Ahmed Bouhouche,?

Ali Benomar,* Mohamed Yahyaoui,® Reda Ouazzani,® Grace Yoon,'%'2 Nicolas Dupré,13
dex Parkers# Patrick A, Dion, 12 Pieme Drapeans 67
Case Report Bench eikh

CAPNI1 Variants as Cause of Hereditary Spastic Paraplegia
Type 76
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Forma recessiva di paraparesi spastica ereditaria caratterizzata da
progressiva spasticita lieve/moderata degli arti inferiori
Insorgenza in eta giovane/adulta

Sono state descritte sia forme pure che complicate, associate a
iperreflessia, disartria, neuropatia assonale, atassia cerebellare

E una forma rara ~1,4% delle forme europee

SPG76 e 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 varieta di substrati e sono coinvolte in
diversi processi cellulari
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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 CALPAINA 1 INIBISCE 'AUTOFAGIA IN
CONDIZIONI BASALI

Lysosome
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membrane | \©
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Calpaina 1 taglia ATG7 e ATG5 inibendo la
formazione del complesso ATG5-ATG12, la sintesi
di LC3-ll e la formazione degli autofagosomi



VESICLE VESICLE
NUCLEATION ELONGATION

L'assenza di Calpaina 1 induce I'aumento dei
livelli di ATG7, Beclinl 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

Lysoedne Lysosomal hydrolase

Autophagosome Autolysosome
P @)
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AUTOFAGIA
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CALPAINA 1 E CALPAINA 2 HANNO EFFETTI OPPOSTI
SULLA SOPRAVVIVENZA CELLULARE

Neuroprotection: Neurodegeneration:
Dr. Jekyll Mr. Hyde
Calpain-1 Calpain-2

Y Y
AKt/ERK STEP/PTPN13
A 4 Y
Survival pathways Death Pathways

Calpaina 1 e neuroprotettiva

Calpaina 2 induce apoptosi e
neurodegenerazione

- | Apoptosis l

Degeneration




PATHWAYS DI SOPRAVVIVENZA

Calpaial
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In condizioni basali I'assenza di Calpaina 1

- riduce I'attivazione dei pathway di sopravvivenza cellulare
- non altera I'attivazione di GSK3 suggerendo I'assenza di
apoptosi



PATHWAYS DI SOPRAVVIVENZA

Calpairal
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In risposta all’ER stress la cellula attiva la risposta UPR, una risposta
protettiva che ha lo scopo di ristabilire 'omeostasi e la funzionalita
del reticolo e di promuovere la sopravvivenza cellulare

Cytoplasm

ER STRESS ER stress

RETICOLO ENDOPLASMATICO

o nucleare

Cleavage

Golgi !
apparatus

‘Reticolo endoplasmatico liscio

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

Adaptive(e|: ] Apoptotic
UPR genes UPR genes

Cellular maintenance Apoptosis

Nucleus

In presenza di uno stimolo di stress prolungato, la risposta UPR non é
in grado di promuovere la sopravvivenza cellulare e determina
attivazione di CHOP, apoptosi e morte cellulare.
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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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Neuroprotection: Neurodegeneration:
Dr. Jekyll Mr. Hyde
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Diverse patologie presentano
alterazioni dell’attivita di calpaina 1

e calpaina 2

Calpain research for drug discovery:
challenges and potential

Yasuko Ono', Takaomi C. Saido® and Hiroyuki Sorimachi’

Table 2 | Diseases involving calpains and their therapeutic strategies

gene (source) therapeutic candidates
Disease with a primary cause other than calpains
Atherosclerosis Calpain-1 and -2 (human, mouse)  Aggravating or causative  Calpain inhibitors
Erain ischaemia Calpain-1 and -2 (human, mouse)  Aggravating or causative  Calpain inhibitors
Cardiovascular disorders Calpain-1 and -2 (human, mouse)  Aggravating or causative  Calpain inhibitors
Cataracts Calpain-1 and -2 (human, mouse)  Aggravating or causative  Calpain inhibitors
MNeurcdegenerative disorders (e.g. Calpain-1and -2 (human, mouse)  Aggravating or causative  Calpain inhibitors
Parkinson disease, amyotrophic
lateral sclerosis, spinocerebellar
ataxia type 3 and lissencephaly)
Retinitis pigmentosa Calpain-1 and -2 (human, mouse)  Aggravating or causative  Calpain inhibitors
Cancers Calpain-1.-2. CAPN3 and CAPNG  Preventive, aggravating  Calpain inhibitors and/or
(human, mouse) or causative gene therapy
Alzheimer disease Calpain-1 and -2 (human, mouse)  May be aggravating or Potentially calpain
causative inhibitors
Muscular dystrophies Calpain-1 and -2 (human. mouse) ~ May be aggravating or Potentially calpain
causative inhibitors

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



Sono stati sviluppati diversi
inibitori di calpaina 1l e

calpaina 2 per applicazioni

terapeutiche

AlLLNal. PD150606

ALLNal calpeptin

5NJ1945

A-705253
(BSF 410061)

MDL28170

Retinitis pigmentosa Royal College of

Surgeon's rats
Oestrogen-
mediated cancer
metastasis

Oestrogen and
|pure anti-oestrogen
fulvestrant (IC1182
780)-treated MCF-7
cells

MPTP-induced acute
Parkinsonian mice

Parkinson disease

Multiple sclerosis EAE in Lewis rats

Muiltiple sclerosis EAE in mice

Alzheimer disease NMDAR-mediated
neurodegeneration
and AP-induced
synaptic deficits in
mice

Spinal cord injury Rats with spinal cord
transection

LTP Rats

Table 4| Selected calpain-related therapeutic agents

ABT-957

ABT-957

Olesoxime

Olesoxime

Olesoxime

Cyclosporine A

E-64d (EST, Estate,

loxistatin and
rexostatine)

AbbVie Alzheimer disease

AbbVie Alzheimer disease

Trophos Relapsing-remitting
multiple sclerosis

F. Hoffmann-La Roche Spinal muscular
ﬂtmEE

Trophos Amyotrophic lateral

0515

Edward Hall. Universityof ~ Traumatic brain
Kentucky injury

Taisho Pharmaceutical Muscular dystrophy

Calpains

Calpains

Calpains

CAPN1 and
CAPN2

Phase I,
terminated

Phase I,
terminated

Phase I,
completed
Phase lI/11, in
ProngrEss
Phase I/,
completed
Phase I/1l.in
progress

Phase Il
discontinued

Randomized, multiple-dose-escalation safety.
tolerability and pharmacokinetics study

Randomized, multiple-dose-escalation safety
and efficacy study

Randomized, single-dose safety study

Single-dose safety, tolerability and efficacy
study

Multicentre, open-label safety extension study

Randomized, pharmacokinetics and
pharmacodynamics study; evaluated by
calpain-mediated cytoskeletal breakdown
products

Effective for protease inhibition to delay
muscle protein degradation and disease
progression



ALLN
CALPAIN INHIBITOR 1l

sopravvivenza

L'inibizione di calpaina 2
aumenta i livelli di
attivazione di Akt e
I'inibizione di GSK3f3

Inibitori potenti e selettivi di calpaina 1 e calpaina 2
Presentano effetti protettivi in vivo.
Permeabile alla barriera ematoencefalica.
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livelli dei geni della risposta UPR
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L'inibizione di Calpaina 2
potrebbe essere una strategia
terapeutica per SPG76




L'attivazione del signalling di Akt e I'inibizione di
GSK3[ potrebbero essere un’altra potenziale
strategia terapeutica per SPG76
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GSK-3 inhibitors: preclinical and clinical focus on CNS
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di Drosophila di SPG76

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