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Polaridad neuronal : Desarrollo neuronal 
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Palay , 1968, JCB 

El segmento inicial del axón  

• Característica estructurales 

Allen et al ., 2008 Song et al., 2009 

• Funciones principales 
2.Filtro de transporte  

citoplásmico 
1.Barrera de difusión 3.Generación de potencial  

de acción 

Estructura submembranosa electrondensa Organización fasciculada de microtúbulos 

Poo et al.,2008 
Kole and Stuart , 2012 , Neuron 
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Composición molecular del SIA  
 

COMPOSICIÓN: 
1.Citoesqueleto y  
proteínas asociadas 

4. Proteínas de la matriz 

6. Canales iónicos 

5. Proteínas quinasas 

2. Proteínas adaptadoras 

3. Moléculas de adhesión  
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Composición molecular del SIA   
 

Jenkins and Bennett , 2001JCB 

AnkG wild type AnkG KO cerebelo 

• Ankirina G (proteína adaptadora) 

• Esencial para la localización de canales de sodio 

Garrido et al ., 2003 Science 
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Mecanismos implicados en la formación y el desarrollo del SIA  
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Material y métodos  

•   Cultivo de astrocitos  
•   Cultivo de neuronas  

•  Tramientos farmacológicos 
•  Nucleofección con plásmidos 
•  Extracción con detergente 
•  Western Blot 
•  Inmunocitoquímica de fluorescencia  
• Análisis: microscopía confocal 

•  Muestras de tejido cerebral de ratón  

• Inmunohistoquímica 
• Microscopía confocal 
• Microcopía electrónica 

Astrocitos Neuronas 

Cocultivo 



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

 3. Estudio del desarrollo in vitro del orgánulo de cisternas del SIA en 
neuronas hipocampales,los mecanismos de  localización, y la expresión 
de diversas moléculas implicadas en la regulación de los niveles de 
calcio en el SIA.  

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

4. Analizar la implicación del orgánulo de cisternas en los procesos de 
plasticidad del SIA 

•  Estructura, composición y maduración del segmento inicial del axón:  

Objetivos  



Schultz et al., 2006 Mol Cel Neurosc 
Politi et al ., 2008 Neurophatology 

Proteínas de la ruta NFkB: pIkB ,pIKK y p65 (RelA) 

Segmento inicial del axón 

Nodos de Ranvier 

pIκB Espectrina βIV 

pIκB 



pIκBα : Expresión temprana en el SIA  

E17 

P2 

Tejido (hipocampo)  Cultivo neuronas hipocampo 

¿Papel de pIKB? 



La	  quinasa	  IKK	  es	  esencial	  para	  la	  formación	  del	  axón	  y	  el	  establecimiento	  del	  SIA	  

Papel de IKK en la formación del SIA 
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whereas this was not the case in the majority of neurons expressing
the mutant IκBα construct (17.86±8.04%: Figs. 8A and C). Hence,
phosphorylation of IκBα at serines 32 and 36 appears to be necessary

for its tethering at the AIS, as shown previously (Sanchez-Ponce et al.,
2008). Similarly, only 30.79±6.18% of the neurons expressingmutant
IκBα concentrated ankyrinG at the AIS, compared to its localization in

230 D. Sanchez-Ponce et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 46 (2011) 222–234

-Tratamiento inhibidor farmacológico IKK 
 -Nucleofección con el plásmido mutante de IκB  
 



Caseina kinasa 2 
 

SIA 

Nodos de Ranvier 

Brechet et al., 2008. JCB 

• Ser –Thr quinasa 
 
• Tetrámero : 2 subunidades α y α´  
(dominio catalítico) y 2 subunidades 
β (reguladoras) 
 



Localización  de CK2 durante el desarrollo 

¿Papel del CK2 en el SIA? 



CK2 controla la formación del SIA 

 -Tratamiento inhibidor farmacológico CK2 
 -Nucleofección con el plásmido interferente para CK2 
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When DMAT treated neurons were extracted with cytoskeletal buffer,
acetylated and detyrosinated tubulin staining was dispersed through-
out the neuron (Fig. 7B) and the accumulation of detergent resistant

pIκBα and CK2α at the AIS was lost (Fig. 7A). Therefore, the
localization of CK2 at the AIS seems to be a good candidate to create
the cytoskeletal conditions necessary for AIS development.

228 D. Sanchez-Ponce et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 46 (2011) 222–234



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

Papel de IKK y  CK2 en la formación del SIA  

CK2 IKK 

AnkG 

pIκBα	
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1. Patrones de distribución específicos 

2. Gran heterogeneidad entre diferentes poblaciones 

Variabilidad y complejidad 

Debanne et al 2011, Physiol Rev 

 Composición molecular del SIA: canales iónicos 
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1. Implicación de las quinasas IKK y CK2 en el establecimiento de la 
polaridad neuronal y la formación del SIA.  

 3. Estudio del desarrollo in vitro del orgánulo de cisternas del SIA en 
neuronas hipocampales,los mecanismos de  localización, y la expresión 
de diversas moléculas implicadas en la regulación de los niveles de 
calcio en el SIA.  

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

4. Analizar la implicación del orgánulo de cisternas en los procesos de 
plasticidad del SIA 

Objetivos  

•  Estructura y composición y maduración del segmento inicial del axón : 



Kv7.2/ KCNQ2 

Kv7 
•  Expresión temprana en el SIA  

• Presente en el 80-90% de las células 
• Se distribuye a lo largo del SIA 

Kv2 
• Expresión tardía en el SIA  

• 70% de las neuronas 
• Distribución proximal en el SIA 

•  forma pequeños” clusters” 

Kv1 
•  Expresión tardía en el SIA 

• 30% de las neuronas 
• Distribución distal en el SIA 

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

Kv 2.2 Kv1.2Kv7.2 Kv 2.2 Kv1.2Kv7.2Kv 2.2 Kv1.2Kv7.2



Kv 1.2 Kv 2.2 

Kv 1.2 Kv 2.2 

•  Kv1.2 y  Kv2.2  tienen expresión mutuamente excluyente en el SIA: ¿Diferentes poblaciones neuronales? 

Sánchez -Ponce et al., 2012 Plos One 

•  La expresión de AnkG es esencial para la localización de  Kv 1.2 y Kv2.2 durante el desarrollo 

Kv1.2 Kv2.2 



Canales de calcio en el SIA  
  

Bender and Trussell, 2009 Neuron 

Yu et al., 2010, J Neurosci 

NaV1.1/1.2 NaV1.6

CaV3CaV

KV1KV2.2

Kv7
(KCNQ2/3)

Proximal Distal

Soma

? ?¿ ¿

SIA



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

 3. Estudio del desarrollo in vitro del orgánulo de cisternas del SIA en 
neuronas hipocampales, los mecanismos de localización, y la expresión 
de diversas moléculas implicadas en la regulación de los niveles de 
calcio en el SIA.  

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

4. Analizar la implicación del orgánulo de cisternas en los procesos de 
plasticidad del SIA 

Obje=vos	  	  

•  Estructura y composición y maduración del segmento inicial del axón : 



Schafer et al ., 2009 J. Neurosci 

¿Regulación	  de	  los	  niveles	  de	  Ca+2	  en	  el	  SIA	  ?	  

Schafer et al, 2009 J. Neurosci 
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•  Degradación del SIA por activación de calpaina 

Canales de calcio en el SIA  
  



El orgánulo de cisternas 
-Cisternas apiladas derivado del retículo endoplásmico liso 
-Asociado a  membrana plasmática 
-No contínuo 
-Composición : sinaptopodina y ATPasa SERCA 
 

Peters et al., 1968 JCB 

Aparato	  de	  la	  espina;	  
-‐	  Control	  de	  los	  niveles	  de	  calcio	  
-‐	  Síntesis	  local	  de	  proteínas	  
-‐	  Regulación	  de	  la	  plas=cidad	  

R. Yuste  2009 MIT Press 



El orgánulo de cisternas : Colocalización de sinaptopodna y α -actinina 

• Hipocampo (CA1) 

• Neocorteza  (Capa III) 



El orgánulo de cisternas: Micr.Electrónica 
 

• Neocorteza Capa III 

α actinina 



Synpo 

α actinina 

α act 

Synpo 

Overlay 

Colocalización:  

Expresión de proteínas del orgánulo de cisternas durante el desarrollo 
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with a previous developmental study showing a late profile of
maturation of synpo mRNA and protein expression in the rat
hippocampus that reach the adult pattern of synpo expression around
the end of the second postnatal week (Czarnecki et al., 2005). Although
confirmatory electronmicroscope studies in cultured hippocampal cells
are needed, the synpo-ir structures at the AIS found here most likely
correspond to the cisternal organelle, consistent with previous de-

scriptions in the mouse hippocampal formation (Bas Orth et al., 2007).
Our study also shows that the expression of synpo, IP3R1 and annexin 6
in the AIS is independent of action potentials. The presence of ankyrin G
and an integral actin cytoskeleton are however necessary for the
development and maintenance of the cisternal organelle and for IP3R1
and annexin 6 to be expressed at the AIS. Finally, in a subpopulation of
cultured hippocampal neurons, the presence in the AIS of largely

Fig. 2. Conventional fluorescence images showing maturation of annexin 6 expression in developing hippocampal neurons. Hippocampal neurons were grown at low density
(5000/cm2) for different lengths of time in vitro, fixed in 4% PFA, and double stainedwith antibodies against annexin 6 (green), pIκBα (red, to identify the AIS) and tubulin (deep blue
in insets, to reveal cell morphology), prior to counterstaining with DAPI (light blue). Note that pIκBα is polarized to the AIS as early as 36 h after plating. Also note that annexin 6 is
absent from the AIS during the first 10 DIV, after which annexin 6 is observed in intensely stained patches along the AIS as well as in less densely immunostained puncta in the cell
somata. Scale bar=25 μm. Histograms show the percentages (mean±SE from three experiments) of neurons expressing synpo (E), IP3R1 (F) and annexin 6 (G) in the AIS at
different times in vitro.

108 D. Sánchez-Ponce et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 48 (2011) 104–116
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with a previous developmental study showing a late profile of
maturation of synpo mRNA and protein expression in the rat
hippocampus that reach the adult pattern of synpo expression around
the end of the second postnatal week (Czarnecki et al., 2005). Although
confirmatory electronmicroscope studies in cultured hippocampal cells
are needed, the synpo-ir structures at the AIS found here most likely
correspond to the cisternal organelle, consistent with previous de-

scriptions in the mouse hippocampal formation (Bas Orth et al., 2007).
Our study also shows that the expression of synpo, IP3R1 and annexin 6
in the AIS is independent of action potentials. The presence of ankyrin G
and an integral actin cytoskeleton are however necessary for the
development and maintenance of the cisternal organelle and for IP3R1
and annexin 6 to be expressed at the AIS. Finally, in a subpopulation of
cultured hippocampal neurons, the presence in the AIS of largely

Fig. 2. Conventional fluorescence images showing maturation of annexin 6 expression in developing hippocampal neurons. Hippocampal neurons were grown at low density
(5000/cm2) for different lengths of time in vitro, fixed in 4% PFA, and double stainedwith antibodies against annexin 6 (green), pIκBα (red, to identify the AIS) and tubulin (deep blue
in insets, to reveal cell morphology), prior to counterstaining with DAPI (light blue). Note that pIκBα is polarized to the AIS as early as 36 h after plating. Also note that annexin 6 is
absent from the AIS during the first 10 DIV, after which annexin 6 is observed in intensely stained patches along the AIS as well as in less densely immunostained puncta in the cell
somata. Scale bar=25 μm. Histograms show the percentages (mean±SE from three experiments) of neurons expressing synpo (E), IP3R1 (F) and annexin 6 (G) in the AIS at
different times in vitro.

108 D. Sánchez-Ponce et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 48 (2011) 104–116

IP3R1 



• ¿Qué interacciones permiten la estabilización del orgánulo de cisternas? 

• 1.Extracción con detergente:  

Asociación con citoesqueleto o con 
proteínas de adaptadoras del SIA 

Mecanismos de estabilización del orgánulo de cisternas 
 

•  2. Tratamiento con Tetrodotoxina (TTX) : Bloqueo de los potenciales de acción  

Independiente de la 
generación de potenciales 
de acción 



• 3. Interferencia  AnkG shRNA:   

Orgánulo de cisternas: Dependiente de la  expresión de AnkG en el SIA  

Mecanismos de estabilización del orgánulo de cisternas 
 

• 4. Tratamiento con citocalasina D  

Desestabilización de actina: afecta a la morfología del orgánulo de cisterna   



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

 3. Estudio del desarrollo in vitro del orgánulo de cisternas del SIA en 
neuronas hipocampales,los mecanismos de  localización, y la expresión 
de diversas moléculas implicadas en la regulación de los niveles de 
calcio en el SIA.  

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

4. Analizar la implicación del orgánulo de cisternas en los procesos de 
plasticidad del SIA. 

Obje=vos	  	  

•  Estructura, composición y maduración del segmento inicial del axón : 



Plasticidad en el segmento inicial del axón  

ChR2+

Tiempo

Neurona

Axón

 Deprivación
de la

audición

Despolarización

Ráfagas
de luz

LongitudDistancia al soma

A

Soma
SIA

B

Dependiente de la activación de canales de calcio tipo T  o/ y L 

Grubb and Burrone , 2010 Nature 
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Papel del orgánulo de cisternas en la plasticidad del SIA 

Las	  alteraciones	  del	  orgánulo	  de	  cisternas	  pueden	  estar	  	  implicadas	  en	  la	  plas=cidad	  del	  SIA	  
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1.  El segmento inicial del axón (SIA) se forma en paralelo con el inicio de la elongación 
axonal y progresivamente se restringe a la región inicial del axón. 

 
2.  En cultivos de neuronas de hipocampo, la inhibición de la quinasa IKKα/β antes de la 

especificación del axón impide la formación del mismo. La inhibición posterior a la 
especificación axonal, o la expresión de un mutante no fosforilable de IκBα impide la 
llegada al SIA de proteínas como ankirina G y canales de sodio dependientes de 
voltaje, esenciales para el mantenimiento de la estructura y la función del SIA. 

 
3.  La formación y mantenimiento del SIA depende de la actividad de caseina quinasa 2 

(CK2), y su regulación sobre las modificaciones postraduccionales de la tubulina que 
afectan a la estabilidad de los microtúbulos. La ausencia de actividad de CK2 altera la 
distribución axonal de KIF5C e impide la concentración de CK2, pIκBα, ankirina G y 
canales de sodio en el SIA. 

Conclusiones	  	  



4.  Además 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 distribución y aparición temporal específicos y cuya localización no 
depende de la integridad del citoesqueleto de actina, pero sí de la expresión de ankirina 
G. 

 
5.   El orgánulo de cisternas del SIA, implicado en la regulación de los niveles de Ca2+, se 

desarrolla durante la segunda semana in vitro en cultivos de neuronas hipocampales. 
Su estabilidad estructural y la expresión IP3R1 y anexina 6 en el SIA son 
independientes del bloqueo de la generación de potenciales de acción. Sin embargo, 
dependen de la presencia de ankirina G durante el desarrollo del SIA y de la integridad 
del citoesqueleto de actina.  

 
6.  La existencia de microdominios que expresan IP3R1 y anexina 6 en el SIA sugiere que 

el orgánulo de cisternas es un reservorio de Ca2+ sensible a IP3 que podría regular los 
niveles intracelulares de Ca2+ y el mantenimiento estructural del SIA. 

 

Conclusiones	  	  



7. La proteína α-actinina 2 es un componente estructural que colocaliza con 
sinaptopodina y filamentos de F-actina en el orgánulo de cisternas del SIA de 
neuronas piramidales de la neocorteza y el hipocampo. 

 
8. La despolarización crónica de neuronas hipocampales de ratón o la desorganización 

de los filamentos de actina produce una disminución de la inmunoreactividad para 
ankirina G y canales de sodio en la región proximal del SIA y un acortamiento del SIA. 
Esta despolarización va acompañada por la desaparición de sinaptopodina y α-
actinina del orgánulo de cisternas lo que probablemente altere la capacidad de 
regulación de los niveles de Ca2+ en el SIA. 

 
 
 

 

Conclusiones	  	  
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