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Polaridad neuronal : Desarrollo neuronal
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El segmento inicial del axén

Caracteristica estructurales

Estructura submembranosa electrondensa Organizacion fasciculada de microtubulos

Segmento
inicial del =
axon

Axén

Palay , 1968, JCB
Funciones principales

1.Barrera de difusion 2.Filtro de transporte 3.Generacion de potencial
citoplasmico de accioén
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Composicion molecular del SIA
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Composicion molecular del SIA
*Ankirina G (proteina adaptadora)

*Esencial para la localizacion de canales de sodio
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Objetivo general

Soma Segmento inicial del axén Axon
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1-Barrera lipidica
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Mecanismos implicados en la formacion y el desarrollo del SIA



Material y métodos

Astrocitos Neuronas

e Cultivo de astrocitos

« Cultivo de neuronas Cocultivo |

» Tramientos farmacoldgicos

* Nucleofeccion con plasmidos
 Extraccion con detergente

» Western Blot

* Inmunocitoquimica de fluorescencia
*Analisis: microscopia confocal

- Muestras de tejido cerebral de ratéon

sInmunohistoquimica
*Microscopia confocal
*Microcopia electronica




Obijetivos

» Estructura, composicion y maduracion del segmento inicial del axon:

1. Implicacion de las quinasas IKK y CK2 en el establecimiento de la
polaridad neuronal y la formacion del SIA.



Proteinas de la ruta NFkB: plkB ,pIKK y p65 (RelA)

Segmento inicial del axén
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Schultz et al., 2006 Mol Cel Neurosc
Politi et al ., 2008 Neurophatology



plkBa : Expresion temprana en el SIA

Tejido (hipocampo) Cultivo neuronas hipocampo
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Papel de IKK en la formacién del SIA

-Tratamiento inhibidor farmacoldgico IKK
-Nucleofeccion con el plasmido mutante de IkB
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La quinasa IKK es esencial para la formacion del axdon y el establecimiento del SIA




Caseina kinasa 2
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Localizacion de CK2 durante el desarrollo

24 hours 36 hours 2 DIV 4 DIV
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¢ Papel del CK2 en el SIA?




-Tratamiento inhibidor farmacoldgico CK2
-Nucleofeccion con el plasmido interferente para CK2

shRNA Scrambled
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CK2 controla la formacion del SIA




Papel de IKKy CK2 en la formacién del SIA

Concentracion de canales de Na+ dependientes de voltaje en el SIA

SIA

Proximal Distal

- ~.

Soma

iCa,?  Kv7 iCay37?
(KCNQ2/3)



Composicion molecular del SIA: canales i6nicos

1. Patrones de distribucidén especificos

2. Gran heterogeneidad entre diferentes poblaciones
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Debanne et al 2011, Physiol Rev



Obijetivos

 Estructura y composicion y maduracion del segmento inicial del axon :

2. Patrones de expresion de canales de potasio dependientes de
voltaje en los distintos subdominios a lo largo del desarrollo in vitro del
SIA.



Expresion de canales de potasio en el SIA durante el desarrollo neuronal

Kv7 Kv1 Kv2
» Expresion temprana en el SIA » Expresion tardia en el SIA *Expresion tardia en el SIA
*Presente en el 80-90% de las células *30% de las neuronas *70% de las neuronas
*Se distribuye a lo largo del SIA Distribucion distal en el SIA *Distribucion proximal en el SIA

« forma pequefios” clusters”



« Kv1.2y Kv2.2 tienen expresion mutuamente excluyente en el SIA: ¢ Diferentes poblaciones neuronales?

[Kv2.2/Dapi

* La expresion de AnkG es esencial para la localizacion de Kv 1.2 y Kv2.2 durante el desarrollo

shRNA AnkG plkBo. plkBal/ IGFP

Sanchez -Ponce et al., 2012 Plos One



Canales de calcio en el SIA
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Yu et al., 2010, J Neurosci
Bender and Trussell, 2009 Neuron



Objetivos

 Estructura y composicion y maduracion del segmento inicial del axon :

3. Estudio del desarrollo in vitro del organulo de cisternas del SIA en
neuronas hipocampales, los mecanismos de localizacion, y la expresion
de diversas moléculas implicadas en la regulacion de los niveles de
calcio en el SIA.



Canales de calcio en el SIA

» Degradacion del SIA por activacion de calpaina
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éRegulacion de los niveles de Ca+2 en el SIA?



El organulo de cisternas

-Cisternas apiladas derivado del reticulo endoplasmico liso

-Asociado a membrana plasmatica
-No continuo
-Composicion : sinaptopodina y ATPasa SERCA

Aparato de la espina;

- Control de los niveles de calcio
- Sintesis local de proteinas

- Regulacion de la plasticidad

== Receptor Riancdina
g Ca:2
Aparato de la espina

Sinaptopodina con
sitios de union

a actina
-1 Reticulo
% endoplasmico
Q - Transporte

-‘1\\ regulado por Ca+2




El organulo de cisternas : Colocalizacion de sinaptopodna y a -actinina

*Neocorteza (Capa lll)

*Hipocampo (CA1)
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El organulo de cisternas

*Neocorteza Capa Il



Expresion de proteinas del organulo de cisternas durante el desarrollo
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Mecanismos de estabilizacién del organulo de cisternas

+¢,Qué interacciones permiten la estabilizacion del organulo de cisternas?

«1.Extraccion con detergente:

Asociacion con citoesqueleto o con
proteinas de adaptadoras del SIA

« 2. Tratamiento con Tetrodotoxina (TTX) : Bloqueo de los potenciales de accién

Independiente de la
generacion de potenciales
de accion

/Synpo/Dapi




Mecanismos de estabilizacion del organulo de cisternas
3. Interferencia AnkG shRNA:

shRNAANkG /AnkG/DAPI

Organulo de cisternas: Dependiente de la expresion de AnkG en el SIA

*4. Tratamiento con citocalasina D

Desestabilizacion de actina: afecta a la morfologia del organulo de cisterna



Objetivos

» Estructura, composicion y maduracion del segmento inicial del axon :

4. Analizar la implicacion del organulo de cisternas en los procesos de
plasticidad del SIA.



Plasticidad en el segmento inicial del axén
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Plasticidad del SIA

AnkG/ /DAPI.~ NaCl 15mM
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Papel del organulo de cisternas en la plasticidad del SIA
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Las alteraciones del organulo de cisternas pueden estar implicadas en la plasticidad del SIA



Conclusiones

1.

El segmento inicial del axon (SIA) se forma en paralelo con el inicio de la elongacion
axonal y progresivamente se restringe a la region inicial del axon.

En cultivos de neuronas de hipocampo, la inhibicion de la quinasa IKKa/p antes de la
especificacion del axon impide la formacion del mismo. La inhibicion posterior a la
especificacion axonal, o la expresion de un mutante no fosforilable de IkBa impide la
llegada al SIA de proteinas como ankirina G y canales de sodio dependientes de
voltaje, esenciales para el mantenimiento de la estructura y la funcion del SIA.

La formacion y mantenimiento del SIA depende de la actividad de caseina quinasa 2
(CK2), y su regulacion sobre las modificaciones postraduccionales de la tubulina que
afectan a la estabilidad de los microtubulos. La ausencia de actividad de CK2 altera la
distribucion axonal de KIF5C e impide la concentracion de CK2, plkBa, ankirina G y
canales de sodio en el SIA.



Conclusiones

4. Ademas de los canales de sodio sensibles a voltaje, el SIA de neuronas hipocampales
expresa canales de potasio dependientes de voltaje de los tipos Kv1, Kv2 y Kv7, con
patrones de distribucion y aparicién temporal especificos y cuya localizacién no
depende de la integridad del citoesqueleto de actina, pero si de la expresion de ankirina
G.

5. El organulo de cisternas del SIA, implicado en la regulacion de los niveles de Ca2+, se
desarrolla durante la segunda semana in vitro en cultivos de neuronas hipocampales.
Su estabilidad estructural y la expresion IP3R1 y anexina 6 en el SIA son
independientes del bloqueo de la generacion de potenciales de accién. Sin embargo,
dependen de la presencia de ankirina G durante el desarrollo del SIAy de la integridad
del citoesqueleto de actina.

6. La existencia de microdominios que expresan IP3R1 y anexina 6 en el SIA sugiere que
el organulo de cisternas es un reservorio de Ca2+ sensible a IP3 que podria regular los
niveles intracelulares de Ca2+ y el mantenimiento estructural del SIA.



Conclusiones

/. La proteina a-actinina 2 es un componente estructural que colocaliza con
sinaptopodina y filamentos de F-actina en el organulo de cisternas del SIA de
neuronas piramidales de la neocorteza y el hipocampo.

8. La despolarizacion cronica de neuronas hipocampales de raton o la desorganizacion
de los filamentos de actina produce una disminucion de la inmunoreactividad para
ankirina G y canales de sodio en la region proximal del SIA'y un acortamiento del SIA.
Esta despolarizacion va acompanada por la desaparicion de sinaptopodina y a-
actinina del organulo de cisternas lo que probablemente altere la capacidad de
regulacion de los niveles de Ca2+ en el SIA.
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