02_Genetic muscular disease\Myopathies and cardiomyopathies

Poster P.02.18

STORE-OPERATED CALCIUM ENTRY (SOCE): ROLE IN SKELETAL MUSCLE FUNCTION AND
DISEASE.
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Background and Rationale. Store operated Ca2+ entry (SOCE) is a Ca2+ entry mechanism, first
described in non-excitable cells, that is triggered by depletion of intracellular Ca2+ stores (endoplamic
and sarcoplasmic reticulum, ER and SR) (1, 2). SOCE mediates recover of extracellular Ca2+ through
STIM1 and Orail interaction (3, 4), and is modulated in muscle by Calsequestrin-1 (CASQ1) (5).
Mutations in STIM1, Orail, and CASQ1 have been linked to tubular aggregate myopathy (TAM) (6-8),
a myopathy characterized by muscle pain, cramping, weakness, and presence of tubular aggregates
(TAs)(9, 10). The mechanisms linking human mutations to SOCE dysfunction, dysregulation of Ca2+
homeostasis, and finally to development of TAM are still unknown.

Broad Objective: understand the pathophysiology of TAM, a rare disease linked to mutations in
STIM1, Orail, and CASQL1 (all proteins involved in SOCE).

Specific Aims: 1) investigate the molecular mechanisms that allow dynamic assembly of STIM1 and
Orail in SOCE-sites; 2) understand how STIM1, Orail, and CASQ1 accumulation in TAs leads to
unbalanced Ca2+ homeostasis and muscle weakness/fatigue; 3) study the pathophysiology of TAM in
two newly generated knock-in mice carrying human TAM mutations; 4) express CASQ1-mutants
linked to TAM in muscle cells and fibers to assess their effect on intracellular Ca2+ homeostasis and
endoplasmic reticulum (ER) stress.

Research Design and Methods. We will combine a) highly complementary structural, molecular,
cellular, and functional experimental approaches used in the laboratories and b) newly generated
knock-in mice carrying TAM mutations (Orail-G98S and CASQ1-D44N) to test the hypothesis that
accrual of TAs in diseased muscle: i) is caused by altered Ca2+ homeostasis that leads to ER stress
and ii) is a primary cause of dysfunction and disease.

Preliminary Results. We have already collected the following sets of data: a) transverse tubule (TT)
plasticity drives the assembly of SOCE.sites in muscle during exercise: b) in muscles containing TAs
(which stain positive for both STIM1 and Orail) extracellular Ca2+ does not contributes to normal
contractility; ¢) Orail-G98S human mutation in knock-in mice results in formation of TAs and
dysfunctional SOCE; d) mutations in CASQL1 alter Ca2+ homeostasis and induce ER stress response.
Anticipated Output. A deeper understanding of the molecular mechanisms that cause dysfunctional
interaction between STIM1-Orail-CASQ1 and formation of TAs could provide the basis for future
development of therapeutic interventions targeted to normalize altered Ca2+ homeostasis in various
human myopathies (including TAM).

Titolo:
Ingresso di Calcio operato dagli stores intracellulari (0 SOCE): ruolo nella funzione e nella malattia del
muscolo scheletrico.

Store operated Ca2+ entry (SOCE) € un meccanismo per l'ingresso del Ca2+, descritto per la prima
volta in cellule non eccitabili, innescato dall’esaurimento di Ca2+ nei depositi intracellulari (Reticolo
Endoplasmatico e Sarcoplasmatico). SOCE opera il recupero di Ca2+ extracellulare attraverso
I'interazione fra STIM1 ed Orail (3,4), ed &€ modulato nel muscolo dalla Calsequestrina-1 (CASQL1).
Mutazioni in STIM1, Orail, e CASQ1 sono state identificate in pazienti affetti da Miopatia degli



Aggregati Tubulari (0 TAM), una malattia che causa dolore muscolare, crampi, debolezza e porta in
alcune persone a deformita articolari in braccia e gambe. La TAM é caratterizzata dalla presenza di
aggregati tubulari (TAs), strutture anomale che rappresentano un raro, ma importante, indicatore di
varie miopatie umane. | meccanismi che collegano le mutazioni nei geni sopra menzionati alla
disfunzione di SOCE, alla de-regolazione del'omeostasi del Ca2+, ed infine allo sviluppo della TAM
SOno ancora sconosciulti.

L'incidenza di TAM nella popolazione & ancora sconosciuta € non €& ancora disponibile alcuna cura
per i pazienti. L'obiettivo principale di questo progetto € aumentare le conoscenze attuali della
fisiopatologia della TAM.

Per raggiungere questo obiettivo, abbiamo ora generato i primi modelli murini al mondo che
presentano mutazioni umane in Orail-G98S e in CASQ1-D44N legate a TAM. | modelli murini sono
essenziali per lo studio delle patologie e per il possibile sviluppo di farmaci.

Abbiamo gia collezionato Risultati Preliminari che rendono il topo Orail-G98S un buon modello
animale per lo studio della TAM.

Il lavoro proposto in questo progetto ha il potenziale di a) migliorare le nostre conoscenze dei
meccanismi che portano mutazioni umane alla formazione dei TAs nel muscolo e b) fornire le basi per
il futuro sviluppo di interventi terapeutici.

Questo progetto si adatta alla missione Telethon ONLUS in quanto: i) potrebbe diventare rilevante per
la cura di varie malattie di comprovata origine genetica che attualmente non hanno cura; e ii) potrebbe
potenzialmente identificare nuovi targets terapeutici per lo sviluppo di strategie finalizzate a migliorare
la funzione muscolare, limitare la fatica muscolare, debolezza, e a disfunzione in varie miopatie
umane causate dall'alterazione dell'omeostasi del Ca2+ (inclusa la TAM).
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