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RESUMEN

Las Septinas son una familia de proteinas GTPasas citoplasmaticas
ampliamente distribuidas entre eucariontes y que presentan un alto porcentaje de
identidad entre ellas. La presencia de Septina 8 (SEPT8) en proteoma de mielina y su
posible funcién en la barrera a la difusién que mantiene los subdominios de dicha
estructura: la mielina compacta y los canales citoplasmaticos, nos llevé a caracterizar
su patrén de expresion en sistema nervioso central y periférico. Se generaron
partidores especificos para detectar la expresién de ARNm de SEPT8 y no de otros
miembros de esta familia de proteinas. Se detect6 la expresién del ARNm de SEPT8
en tejido de cerebro entero y nervio cidtico de ratén adulto mediante RT-PCR. Ensayos
de hibridacién in situ en cortes de cerebro entero de ratén muestran la distribucion de
SEPTS8 en distintas regiones del hipocampo, corteza y cerebelo, con un patrén de
expresion espacial asociado a estructuras fibrilares y a terminales netviosos, lo que
permite proponer que al igual que la proteina basica de la mielina (MBP), SEPT8 se
traduciria asociado a'la mielina, o al axén mielinizado. De-manera similar, observamos
que el ARNm de SEPTS en tejido de nervio cidtico también se encuentra asociado a
fibras longitudinales. Estudios de sobreexpresién en la linea de oligodendroglioma
TC820 con la proteina de fusion EGFP-SEPT8 muestran una localizacién
aparentemente asociada a membrana plasmatica. En el presente trabajo hemos
descrito el patron de expresién espacial del ARNm de Septina 8 en sistema nervioso

central y periférico, como también en parte su localizacién subcelular, lo que nos




permite proponer un posible mecanismo en donde SEPT8 participaria en la

estructuracion de la vaina de mielina.




ABSTRACT

Septins are a cytoplasmic GTPase protein family that is broadly distributed
among eukaryotes and present a high percentage of identity between them. The
presence of Septin 8 (SEPT8) in the myelin proteome and its possible role in formation
of the diffusion barrier that separates the subcelular domains of this structure (compact
myelin and cytoplasmic loops) led us to characterize its expression pattern in central
and peripheral nervous system. We designed specific PCR primers in order to detect
the expression of SEPT8 mRNA and no other members of the Septin family. Using RT-
PCR, we detected the expression of SEPT8 mRNA in whole brain and sciatic nerve of
adult mice. In situ hidridization assays in mouse brain slices revealed that SEPT8
distributes in different regions of the hippocampus, cortex and cerebellum, with a spatial
expression pattern associated with fibers and nervous terminals, allowing us to propose
that, like the Myelin Basic Protein (MBP), SEPT8 mRNA could be translated associated
with the myelin sheath or to the myelinated axon. Similarly, SEPT8 mRNA in sciatic
nerve was also detected in longitudinal fibers., Over-expression assays with the fusion
protein EGFP-SEPT8 in TC620 oligodendroglioma cell line showed that this protein
apparently associates with the plasma membrane. In this work we have described the
spatial distribution of SEPT8 in central and peripheral nervous system, and partly its
subcellular location. This allows us to propose a possible mechanism by which SEPT8

participates in the structure of the myelin sheath.
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INTRODUCCION

Células gliales en sistema nervioso central y periférico.

Las funciones sensoriales, motoras e integradoras ejecutadas por el sistema
nervioso en vertebrados se basan en su estructura y en la comunicacién que se
establece entre sus distintos componentes celulares. Comunmente, esta funcionalidad
es atribuida exclusivamente a las propiedades de sus células eléctricamente
excitables, las neuronas. Existe, sin embargo, otra clase de células en el sistema
nervioso, las que colectivamente reciben el nombre genérico de glias o neuroglias
(Aschner y col., 1999). Estudios recientes de anatomia comparada han determinado
que el cerebro humano posee una cantidad similar de neuronas y glias,
aproximadamente 90 billones (90 x 10° de cada uno de estos tipos celulares
(Herculano-Houzel, 2009). La nocién de la existencia de estas células no-neuronales
data de mediados del siglo XIX, cuando Rudolph Virchow utilizé por primera vez el
término nervenkitt o neuroglia, para referirse al tejido conectivo formado por elementos
celulares que se encuentra presente en el cerebro (Virchow, 1856; Somijel 1988).
Trabajos desarrollados en los afios venideros por connotados neurocientfficos, entre
los que destacan Santiago Ramén y Cajal y su discipulo Rio Hortega, lograron
determinar que la neuroglia no eran sino células individuales distintas a las neuronas, e
incluso se les llegé a atribuir roles fundamentales en el correcto funcionamiento del

sistema nervioso (Somjel, 1988).




En términos generales las glias representan una poblacién heterogénea de
células, las que se asocian con neuronas y cumplen diversos roles en el desarrollo,
mantencion y funcién del sistema nervioso de vertebrados, donde se han descrito
distintos grupos de células gliales: astrocitos, microglias, glias NG2* y células
mielinizantes. Este Gltimo grupo celular estd compuesto por oligodendrocitos en el
sistema nervioso central (SNC) y células de Schwann en sistema nervioso periférico
(SNP) (Corty y Freeman, 2013). Los astrocitos clasicamente han sido implicados en
procesos en el sistema nervioso, como el suministro de soporte metabdlico a las
neuronas (Allaman y col.,, 2011), la regulacién de la neurotransmision excitatoria
dependiente de glutamato (Volterra y Meldolesi, 2005) y el establecimiento de redes
neuronales a través de la mantencién y eliminacion de contactos sinapticos (Clarke y
Barres, 2013). Las microglias comprenden entre el 10-15% del total de células gliales y
se consideran como macrofagos mononucleares residentes en el SNC, que regulan la
respuesta inmune e inflamatoria en el tejido nervioso (Ransohoff y Cardona, 2010;
Nayak y col., 2014). Las denominadas glias positivas para el proteoglicano NG2 (glias
NG2+), también llamadas polidendrocitos, se consideran como células progenitoras de
oligodendrocitos (CPO), que tienen la capacidad de generar oligodendrocitos en SNC
durante e! desarrollo y etapas adultas. También se ha descrito que estas células
reciben inputs sinapticos desde neuronas, enconiréndose integradas a circuitos
neuronales (Nishiyama y col, 2009). Como se mencioné anteriormente los
oligodendrocitos y las células de Schwann son las células encargadas de mielinizar
axones en el SNC y en el SNP respectivamente (Mirsky y Jessen, 1999; Bradl y
Lassmann, 2010), sin embargo para ambos tipos celulares su morfologia, origen

durante el desarrollo y sus mecanismos de mielinizacion son totalmente distintos. Los
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Figura 1. Células mielinizantes en sistema nervioso central y sistema nervioso
periférico. (A) Los oligodendrocitos, las células mielinizantes del SNC, y (B) las
células de Schwann, las células mielinizantes en el SNP, envuelven su membrana
reiteradas veces sobre el axon. En neuronas mielinizadas del SNC, el nodo es
contactado por astrocitos perinodales. En el caso de las células de Schwann en SNP,
la mielina esta cubierta en toda su extensiéon por una lamina basal (Modificado de
Poliak y Peles, 2003).

oligodendrocitos son las ultimas células en ser generadas durante el desarrollo del
SNC después de astrocitos y neuronas en etapas embrionarias, donde a partir de las
eminencias ganglionares lateral y caudal emanan multiples olas de produccién vy

migracién de CPO que generan la poblacién total de oligodendrocitos en el cerebro (El




Waly y col., 2014). Un pequefio porcentaje de estos CPO embrionarios se mantienen
indiferenciados en un estado quiescente durante etapas adultas. En etapas post-
natales, en cerebro adulto también ocurre oligodendrogenesis, donde los CPO son
continuamente generados en la zona sub-ventricular (Menn y col., 20086; El Waly y col.,
2014). Por otro lado, las células de Schwann maduras son generadas una vez que el
tubo neural se fusiona, a partir de células de la cresta neural que producen precursores
de células de Schwann (PCS) y estas a su vez céfulas de Schwann inmaduras. Todas
estos precursores mencionados proliferan rapidamente a diferencia de las células de
Schwann maduras, las que una vez que adquieren la capacidad de mielinizar entran en
etapa Go del ciclo celular (Jessen y Mirsky, 2005). Ademas, mientras los
oligodendrocitos son multipolares y pueden mielinizar multiples segmentos axonales
(llegando a una proporcién de hasta 60 axones por cada oligodendrocito), las células
de Schwann son bipolares y solo mielinizan a un segmento axonal {proporcién 1:1)

(Figura 1Ay B) (Nave y Werner, 2014).

Funcidn y estructura de la vaina de mielina.

La funcionalidad ejecutada por el sistema nervioso de vertebrados requiere la
propagacion rapida y eficiente del impulso nervioso, mediante la mielinizacion de
prolongaciones axonales. El surgimiento de fa mielina como adaptacién evolutiva en [a
historia de los veriebrados se remonta al periode devénico aproximadamente 400
millones de afios atras, donde peces mandibulados habrian .presentado por primera

vez mielina recubriendo los axones de ciertos nervios (Zalc y col., 2008). Desde una




perspectiva eléctrica, el recubrimiento del axén por la vaina de mielina genera una
reduccion en la capacitancia transversal de la membrana plasmatica (Hartline y
Colman, 2007). Ademas, la restriccion de potenciales de accion a los nodos de
Ranvier, sustenta las bases estructurales de la propagacion saltatoria del potencial de
accion, la que acelera la conduccion nerviosa hasta 100 veces en comparacién a

axones no mielinizados (Tasaki, 1939; Nave y Werner, 2014).

La comunicacién entre neuronas y las células mielinizantes es fundamental
para el correcto posicionamiento de la vaina de mielina, y como resultado de este
dialogo reciproco tanto axones como células mielinizantes adquieren caracteristicas
estructurales especificas que maximizan la velocidad de la transmision nerviosa. La
primera de estas caracteristicas a la que se haréd mencié6n es la diferenciacion de la
membrana axonal (axolema) en distintos dominios funcionales y moleculares. Tanto en
CSN y SNP estos dominios son los nodos de Ranvier, los paranodos, los
juxtaparanodos y la regién internodal (Figura 2A) (Peles y Salzer, 2000). Los nodos de
Ranvier corresponden a pequefias interrupciones en la vaina de mielina, que estan
espaciadas unas de ofras por intervalos llamados regiones internodales (Poliak vy
Peles, 2003). El axclema del nodo contiene una alta concentracion (>1200/um?) de
canales de sodio dependientes de voltaje (Nay), los que son fundamentales para la
generacion del potencial de accion durante la propagacion saltatoria. En adicién a los
canales, diversas proteinas de interaccién con el citoesqueleto (Ankyrin G y spectrin
BIV) y de adhesion celular (Neurofascin-186) se han descrito en esta region (Arroyo y
Scherer, 2000; Poliak y Peles, 2003). La membrana parancdai se encuentra

enriquecida en las proteinas contactin y Caspr (contactin-associated protein), que
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Figura 2. Estructura del axolema y de la vaina de mielina. (A) Dominios
longitudinales de axones mielinizados. Representacion de la organizacion y
composicién de los dominios axonales en relacion a su célula glial mielinizante en SNP
(porcion superior) y en SNC (porcién inferior). Se esquematizan el nodo, paranodo
(PN), yuxtaparanodo (JPN) e internodo, con sus respectivos miembros protéicos
representados en mayor proporcion. LB, lamina basal; LPN, /oop paranodal; MC,




mielina compacta; MV, microvellosidades. (B) Dominios de la mielina de
oligodendrocitos. Mielina compacta no posee citoplasma, mientras que los canales
citoplasmaticos, esfructuras continuas de citoplasma del oligodendrocito, forman: loop
externo o mesaxon externo, foop interno 6 mesaxon interno, loop lateral que originara
los Joops paranodales, e incisuras longitudinales (modificado de Brahic y Roussarie,
2009). (C) Dominios en el oligodendrocito que definen especializaciones del mesaxdn
(Modificado de Salzer, 2003). (D) Dominios de la vaina de mielina de células de
Schwann. {E) Representacién transversal de un axén mielinizado por una célula de
Schwann (modificado de Saez y col., 2003).

participan en la unién axo-glial formada en esta regién (Poliak y Peles, 2003). En la
regién paranodal, la mielina se “abre” para formar una serie de canales citoplasmaticos
o loops paranodales (LPN) que se encuentran en cercana aposicion al axon,
generando una serie de uniones que envuelven en espiral al axén (Figura 2A) (Peles y
Salzer, 2000). El axolema del juxtaparanodo se caracteriza por la presencia de
complejos hetro-multiméricos de los canales de potasio dependientes de voliaje de la
familia Shaker, Ky1.1 y Kv1.2, como también de la proteina de adhesién celular Caspr2

(Wang y col., 1993; Poliak y Peles, 2003).

Existe una organizacion mutua y dependiente entre los dominios axonales
recién descritos y la vaina de mielina, distinguiéndose también entonces distintos
compartimentos con caracteristicas especificas en SNC y SNP en la mielina
propiamente tal. La formacién y mantencién de la mielina depende del establecimiento
de dos dominios estructural y bioquimicamente distintos: a) la mielina compacta, que
corresponde capas de membrana plasmética apiladas en una estructura multi-laminar
carente de citoplasma, y b) los canales citoplasmaticos, que corresponden a pequenas

regiones de membrana no compactada en las que se encuentra presente el citoplasma
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Figura 3. Ultraestructura de la mielina y composicion de sus sub-dominios. (A)
Ultraestructura de la vaina de mielina en SNC. En el panel izquierdo se pueden
distinguir loops paranodales (LPN) en directa aposicion a la membrana axonal. En el
panel derecho se observa la mielina compacta como una region electrén-densa a lo
largo del internodo. (B) Composicién protéica de los dominios de la vaina de mielina.
En la mielina compacta del SNC se encuentran: OSP, oligodendrocyte-specific protein;
PLP, proteolipid protein;, MOBP, myelin-oligodendrocyte basic protein; MBP, myelin
basic protein. En la mielina compacta de SNP se encuentran: MBP; Po, protein zero,
PMP22, peripheral myelin protein 22. La mielina no-compacta caracteristica de canales
citoplasmaticos en SNP estd compuesta por: Cx32, connexin32; MAG, myelin-
associated glycoprotein y E-cadherina (modificado de Arroyo y Scherer, 2000).

de la célula glial. En términos generales, tanto en SNC como SNP los canales
citoplasmaticos estan compuestos por los loops externos (mesaxon externo), loops
internos (mesaxon interno) y loops laterales que forman /oops paranodales, estructuras

que bordean a la mielina compacta y se encuentran unidos a la neurona, anclando la




vaina de mielina a la membrana axonal en la regién paranodal (Roth y col., 2006;
Aggarwal y col., 2011a). En adicion, en SNP existen canales citoplasmaticos que
interrumpen a la mielina compacta, que reciben el nombre de incisuras de Schmidt-
Lanterman (Arroyo y Scherer, 2000). Si bien las incisuras de Schmidt-Lanterman
raramente son detectadas en SNC, se ha demostrado su presencia a lo largo de la
mielina compacta y se conocen también como incisuras longitudinales (Brahic y
Roussarie, 2009; Velumian y cols, 2011) La topografia de la estructura de la mielina y
sus canales citoplasmaticos puede verse en la Figura 2A-E, y su ultraestructura en la
Figura 3A. La composicién protéica de estos sub-dominios es especifica y varia entre
SNC y SNP, tal como se observa en la Figura 3B. Uno de los componentes
elementales de la mielina compacta es la proteina basica de [a mielina (myelin basic
protein, MBP), proteina citoplasmética que actda como un “colador’ que restringe el
ingreso de ciertas proteinas a la mielina compacta (Aggarwal y col., 2011b). Por otro
lado, la proteina conexina 32 (Cx32) forma parte de la mielina no compacta,
especificamente de los Joops paranodales, donde regularia la homeostasis idnica
(Kamasawa y col., 2005). En adicién a las proteinas consideradas convencionales que
forman parte de la mielina, durante los ultimos afios diversos trabajos han descrito la

expresion de la familia de proteinas Septinas en el proteoma de la mielina.




La familia de proteinas Septinas

El grupo de genes que codifica para la familia de proteinas Septinas fue
descrito por primera vez en levaduras (Saccharomices cerevisiae) a través de un
busqueda genética en mutantes caracterizados por llevar a cabo una mitosis alterada
(Hartwell, 1971). Estos genes fueron denominados cdc3, cde10, cde11 y cde12 (CDC,
cell division cycle), y mas tarde se demostré mediante microscopia de fluorescencia
que sus respectivos productos protéicos localizan en el anillo contractil generado en el
cuello de division entre una célula madre y su célula hija, regulando la citoguinesis
(Haarer y Pringle, 1987; Kim y col., 1991). Las septinas han sido encontradas en
diversos organismos eucariontes, desde fungi hasta animales incluyendo humanos,
pero no en protozoos o en plantas (Kinoshita, 2003). Se ha descrito en mamiferos 13
genes que codifican para Septinas (SEPT1 — SEPT12 y SEPT14, SEPT13 es un
pseudogen). Estas proteinas comparten distintos dominios altamente conservados, lo
que permite organizar a las Septinas en subgrupos segln su porcentaje de identidad
entre sus secuencias aminoacidicas. Especificamente en mamiferos existen 4
subgrupos representados por SEPT2, SEPT3, SEPT6 y SEPT7 (Cao y col., 2007,
Beise y Trimble, 2011). Desde un punto de vista estructural el peso molecular de fas
Septinas se encuentra entre 30 — 65 kDa y poseen en su secuencia aminoacidica
regiones altamente conservadas: Un dominio GTPasa homélogo al de la familia de las
GTPasas pequefias Ras (Field y Kellogg, 1999; Leipe y col., 2002); Un dominio con un
alto porcentaje de identidad entre estas proteinas, denominado elemento tnico de
Septinas (EUS) (Pan y col., 2007), y una regién rica en aminoacidos basicos capaz de

unirse a fosfoinositidos (Casamayor y Snyder, 2003). Los extremos amino terminal (N-
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terminal) y carboxilo terminal (C-terminal) que flanquean la regién central, son
divergentes y no conservados entre miembros de esta familia de proteinas, sin
embargo en la mayoria de las Septinas el extremo C-terminal se predice que forma
estructuras del tipo coifed coil, ya que presentan una secuencia de residuos
aminoacidicos hidrofobicos con un patron repetido entre 3 y 4 veces (Kartmann y Roth,
2001: Versele y Thorner, 2005). Una representacion esquematica de los dominios
presentes en la secuencias aminoacidicas de las Septinas se observa en la figura 5D.
Las Septinas son capaces de palimerizar en complejos protéicos hetero-oligoméricos
que a su vez forman filamentos. Las Septinas no solo se ensamblan en filamentos y
manojos, sino que también pueden formar anillos y entramados. Ademas se ha
descrito que son capaces de interactuar con el citoesqueleto de actina, microttbulos
(MT) y con membrana celulares. Estas razones han llevado a que actualmente se les
consideren como miembros no convencionales del citoesqueleto. Cabe destacar que a
diferencia de los microfilamentos de actina y MT, los filamentos de Septinas no
presentan polaridad, similar a los observado en filamentos intermedios (Weirich y col.,
2008; Mostowy y Cossart, 2012). Se ha determinado que las Septinas solo existen
como hetero-hexameros o hetero-octameros, sin que se les haya atribuido alguna
funcionalidad fisiolégica a arreglos de Septinas de menor grado, como por ejemplo
dimeros o tetrameros (Sellin y cols, 2011). En este contexio, el complejo compuesto
por SEPT2-SEPT6-SEPT7 es la unidad de ensamblaje basica para las Septinas de
mamiferos, donde 2 copias de este trimero se disponen simétricamente para generar
hexameros (Sirajuddin y col., 2007). Sumado a esto, se ha determinado que distintas
Septinas son capaces de interactuar para formar octameros (Sellin y cols, 2011; Kuo y
col., 2015). En base a esto se ha propuesto que los complejos de Septinas tienen una

alta diversidad combinatoria en su composicién, que puede ser relevante en la
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ejecucién de roles que no pueden ser llevados a cabo por otros componentes del

citoesqueleto (Beise y Trimble, 2011; Mostowy y Cossart, 2012).

Las Septinas participan en muitiples procesos fisiolégicos, por ejemplo en la
citoquinesis de levaduras y células de mamiferos, en el establecimiento y mantencion
de polaridad celular, migracion celular y regulacién de la invasion de patdgenos, entre
otros. Desde un punto de vista molecular, los fendmenos recién mencionados implican
funciones especificas de las Septinas como proteinas de andamio y barreras a la
difusién de componentes citoplasmaticos. Las Septinas también se han descrito como
reguladores de la estabilidad de MT, del trafico vesicular y de [a flexibilidad de la
membrana cortical (Kinoshita, 2003; Spiliotis y Nelson, 2008; Fung y col., 2014). Se ha
descrito que diversos miembros de la familia de las Septinas se expresan en SNC yen
SNP de mamiferos. En particular, mediante la utilizacién de micro arreglos se
determind la expresion de SEPT2, 3, 4, 5, 7, 8 y 11 en tejido cerebral (Hall y col.,
2005), y a través de andlisis de proteémica se determiné la presencia de distintas
Septinas en densidades post-sinapticas (post synaptic density, PSD) (Peng y col,,
2004). En este contexto se ha demostrado que SEPT7 y SEPT6 localizan en la base
de espinas dendriticas y en puntos de ramificacion dendritica, donde participan de la
morfogénesis de las espinas y del desarrollo dendritico de neuronas hipocampales
(Tada y col., 2007; Xie y col., 2007; Cho y col., 2011). Se ha propuesto que filamentos
de Septinas conformados por SEPT7 forman una barrera a la difusion en la base de las
espinas dendriticas que regula el posicionamiento de receptores de glutamato del tipo
AMPA en densidades postsinapticas (Ewers y col., 2014). Por otro lado, la expresion
de SEPT7 se ve incrementada en tejido cerebral durante el proceso de formacién de

memoria espacial en murinos (Engmann y col.,, 2011). Ademas, se ha determinado
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que SEPT11 regula la arborizacién dendritica y la conectividad sinaptica en neuronas
inhibitorias GABAérgicas (Li y col., 2009). Sin embargo es imporiante mencionar que
animales knockout (KO) para las proteinas SEPT3 y SEPT5 presentan un desarrollo
neuronal normal, al igual que una liberacion de neurotransmisores no alterada,
sugiriendo que en SNC existiria redundancia funcional entre distintos miembros de la
familia de Septinas (Fujishima y col., 2007; Tsang y col., 2008; Saarikangas y Barral,
2011). Las Septinas también se encuentran presentes y son funcionales en células
gliales del sistema nervioso. Por ejemplo en astrocitos se encuentran enriquecidos los
ARNm de SEPT4, 5, 7 y 8 (Patzig y col., 2014), y la proteina SEPT2 regula la recaptura
de glutamato en astrocitos cerebelares a través de su interaccion con el transportador
de glutamato/aspartato dependiente de sodio, GLAST (Kinoshita y col., 2004). En
microglias se ha detectado mediante inmunocitoquimica la presencia de SEPT7 in
vitro, como también se han encontrado enriquecidos los ARNm de diversas Septinas,
sin embargo ninguna correlacion se ha establecido entre la presencia de estas

proteinas y algtin putativo rol en microglias del SNC (Patzig y col., 2014).

Especificamente en células mielinizantes se ha detectado y caracterizado la
presencia de miembros de la familia de proteinas Septinas. En oligodendrocitos, se ha
descrito la presencia de Septinas en el proteoma de mielina cerebral purificada (Taylor
y col., 2004), y en e! subdominio de la mielina compacta (Roth y col., 2006). Estudios
complementarios de proteémica de mielina en SNC han determinado la presencia de
elementos predominantes como lo son SEPT2, 7 y 8 (Ishii y col., 2009; de Monasterio y
col., 2012). El primer reporte que sugiere una funcionalidad para las Septinas en este
tipo celular proviene del modelo genético carente del principal componente de la

mielina en SNC, la proteina proteolipidica (proteolfipid protein, PLP), donde en este
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contexto genético la abundancia relativa de SEPT2, 4y 8 se ve disminuida en un 50%
aproximadamente en el proteoma de la mielina (Werner y col., 2007), de igual manera
en animales incapaces de sintetizar galactocerebrosidos, componente altamente
enriquecido en la mielina, se observa una diminucién en la masa de las misma
Septinas previamente mencionadas al analizar el proteoma de la mielina (Fewou y col.,
2010). Se ha determinado que el ARNm de SEPT7 y SEPTS8, entre otras Septinas, se
encuentra altamente enriquecido durante etapas tardias de la diferenciacion de
oligodendrocitos y durante la mielinizacién, mientras que por el contrario, el ARNm de
SEPT6 y SEPTY se encuentra incrementado en CPO no diferenciados y luego
disminuido en etapas posteriores, sugiriendo fuertemente que cumplen un rol en la
diferenciacién y proliferacion de CPO (Buser y col., 2009). La relevancia de estas
proteinas en la conformacion y mantencién de la estructura de la mielina queda en
evidencia al observar el enriquecimiento de Septinas en la mielina del SNC a diferencia
de [o que ocurre con a-actina, a-tubulina y filamentos intermedios, que no aumentan e
incluso disminuyen sus niveles relativos en fracciones de mielina purificada, lo que
permite proponer a las proteinas Septinas como elementos prominentes del

citoesqueleto en la mielina madura (Jahn y col., 2013; Patzig y col., 2014).

Se ha determinado en ef proteoma de la mielina de las células de Schwann [a
presencia de SEPT7, 11 y 9 (Patzig y col., 2011). Ensayos de inmunohistoquimica en
nervio ciatico demostraron la presencia de SEPT2 especificamente en el paranodo,
donde co-distribuye con los marcadores paranodales Caspr y ZO-1 (Ogawa vy
Rasband, 2009). Concordante con esto, los ARNm de SEPT3, 8 y 9 se ven
aumentados fuertemente en las etapas post-natales P14 y P21, periodo que

corresponde a la maxima actividad mielinizante de las células de Schwann y que se
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condice con aumentos en los niveles de las proteinas clsicas de mielina Po, CNPase,

MBP y MAL (Myelin and fymphocyte protein) (Buser y col., 2009).

En este contexto, SEPT8 es uno de los componentes de la familia de las
Septinas que se encuentra enriquecido y que es detectado de manera sistematica
tanto en mielina proveniente de oligodendrocitos en SNC y células de Schwann en
SNP. La proteina SEPT8 (llamada con anterioridad KIAAQ202) fue descrita como un
interactor de SEPTS5, expresado predominantemente en cerebro, corazédn y plaquetas,
(Blaser y col., 2002; Blaser y col., 2003), y en tejido ocular en células fotorreceptoras
de la retina de mamiferos (Pache y col., 2005; Hara y col., 2007). Interesantemente
SEPTS se ha descrito como un componente del proteoma sinaptico de la corteza visual
primaria (Dahlhaus y col., 2011}, y se demostré que SEPT8 se encuentra enriquecido
en terminales presinapticos de neuronas hipocampales, donde participa en el proceso
de liberacién de neurotransmisores a fravés de su interaccién con la proteina VAMP2
(ito y col., 2009). A partir de ensayos de proteémica en SNC, SEPT8 se ha detectado
en el bulbo olfatorio, hipotalamo, corteza prefrontal y cerebro medio (Stelzhammer y
col., 2012; Taraslia y col., 2013), sin embargo su patrén de expresién espacial en estas
regiones aun no se ha determinado. Finalmente, se ha propuesto que es el complejo
SEPT2/7/8 el que predomina tanto en oligodendrocitos como en células de Schwann,

reforzando la relevancia de SEPT8 en glias mielinizantes (Buser y col., 2008).

Uno de los principales roles que se les ha atribuido a la familia de proteinas
Septinas es la conformacién de barreras a la difusidn en la membrana plasmatica en
miltiples contextos celulares, por ejemplo: en el cuello de yemacion (budding neck) de
levaduras en divisién (Takizawa y col., 2000}, en la base del cilio primario de células

eucariontes (Hu y col., 2010), y en la base de espinas dendriticas en neuronas
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glutamatérgicas (Ewers y col., 2014), lo que permite suponer que las Septinas, en
particular SEPT8, podria actuar como barrera a la difusion en oligodendrocitos y/o

células de Schwann.

La presencia de SEPT8 en el proteoma de mielina tanto en SNC como SNP
(Taylor y col., 2004; Buser y col., 2009; Gopalakrishnan y col., 2013), y el hecho de que
no exista una descripcion acabada del patron de expresién espacial de SEPT8 en
sistema nervioso, nos permiten proponer la hipotesis de trabajo planteada a

continuacion.
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HIPOTESIS

Septina 8 (SEPT8) se expresa asociado a células mielinizantes en distintas regiones
del cerebro (sistema nervioso central) y en nervio ciatico (sistema nervioso periférico)
de raton, donde participaria en la mantencién de los subdominios de la vaina de

mielina.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el patron de expresién de la protefna SEPT8 en sistema nervioso central y

en sistema nervioso periférico, y su localizacion subcelular en células mielinizantes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Disefiar partidores especificos que discriminen a SEPT8 de los otros miembros de
la familia de las septinas. Determinar el patrén de expresion de SEPT8 en cerebro y
nervio ciatico de ratén mediante RT-PCR semicuantitativo utilizando los partidores

generados

2) Analizar el patrén de expresion espacial de SEPT8 en distintas regiones de

cerebro adulto y en nervio cidtico mediante hibridacion in situ.

17




3) Generar los vectores de expresion de SEPTS8 en versiones recombinantes: GST-

SEPT8 y EGFP-SEPTS.

i.  Expresar GST-SEPT8 en bacterias y purificar esta proteina para inducir la

generacion de anticuerpos anti-SEPT8

ii.  Transformar células TC620 (oligodendroglioma humano) con el vector de

expresion de la proteina EGFP-SEPTS.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales y reactivos

Reactivo

3,5BCIP /4,5 NBT
Acetato de sodio

Acido malico

Ampicilina
Anti-digoxigenin-AP Fab fragments
Azul de Coomassie
Blocking solution

CHAPS

Cloroformo

Cloruro de sodio

DEPC (dietil-pirocarbonato)
DNAsall

dNTPs

E.Z.N.A. RNA probe purification
EDTA

Etanol

Formamida

Glicina

H20 bidestilada

Heparina

IPTG

Isopropanol

Ligasa T4

Lipofectamina 2000

Medio IMDM

Medio LB
Paraformaldehido

pGEM-T Easy
Poliacrilamida

PolyFreeze

Proteinasa K

Riboporbe Generation System SP6/T7
RNAsa

RNASolv Reagent

Suero fetal bovino
Sacarosa
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Empresa de origen

Roche
Winkler
Sigma
Merck
Roche
Winkler
Sigma
Calbiochem
Merck
Winkler
Sigma
Fermentas
Fermentas
OMEGA Bio-tek
Sigma
Merck
Merck

US Biological
Sanderson
Calbiochem
Sigma
Merck
Invitrogen
Invitrogen
invitrogen
Fermentas
Sigma
Promega
Merck
Sigma
Promega
Promega
Fermentas
OMEGA Bio-tek
Gibeco
Merck




Transcriptasa Reversa ImProm I Promega
Tris Base Winkler

Tween 20 Promega
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System  Promega

Extraccion ARN total

Ratones adultos (mus musculus, cepa CF1) fueron anestesiados y luego
sacrificados mediante dislocacion cervical, siguiendo protocolos aprobados por el
comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile. Los animales
fueron disecados con el propésito de aislar tejido proveniente de nervio ciatico y
cerebro entero para extraccién de ARN total utilizando el reactivo RNASolv Reagent
siguiendo el protocolo del fabricante. Brevemente, el tejido fue homogenizado en 1 ml
de RNASolv Reagent y luego se agregaron 200 pl de cloroformo. Las muestras se
mezclaron mediante vortex y se dejaron en hielo durante 10 min. Luego fueron
centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a temperatura ambiente. Se rescaté la fase
acuosa resultante en un nuevo tubo y se agregé 500 i de isopropanol para precipitar
el ARN. Las muestras se incubaron durante 10 minutos y posteriormente fueron
centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos. El pelffef resultante fue lavado con etanol
80%, mezclado mediante vortex y centrifugado a 7.500 g por 5. El pellet fue secado
durante 10 minutos a temperatura ambiente para luego ser resuspendido en H:O

DEPC (dietil-pirocarbonato).

Transcripcion reversa

Antes de iniciar la reaccién de transcripcion reversa, 2 pg del ARN de cada

muestra fueron iratados con 1 U de DNAsa | y 10 U de inhibidor de RNAsa, mas 1 pi
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de Buffer de DNAsa I (100 mM Tris-HCI pH 7.5; 256 mM MgClz; 1 mM CaCl;). La mezcla
fue llevada a 10 p totales con H.0 DEPC. La reaccién se llevo a cabo a 37°C durante
30 minutos para luego detenerla agregando 1 p! de EDTA25 mM e incubéndola a 65°C

durante 10 minutos.

Posteriormente se tomaron 9 ul de la mezcla de ARN y se agregd 1 pl de
partidor anterégrado especifico a una concenfracion final de 1 pM para posteriormente
incubar a 70°C durante 5 minutos. Para la transcripcion reversa propiamente tal, se
agregaron a la mezcla de ARN con partidor anterégrado: 25 U de inhibidor de RNAsa;
la mezcla de dNTPs a una concentracion final de 0.5 mM cada nucleétido; MgCl> a una
concentracion final de 3.0 mM; 5.0 ul de Buffer de Transcriptasa Reversa imProm Il 5x;
1.25 pl de enzima Transcriptasa Reversa ImProm II, y se llevaron a un volumen final de
25 ul en H,O DEPC. Las muestras fueron incubadas siguiendo el siguiente protocolo
en termociclador: 25°C durante 5 minutos (Annealing) > 42°C durante 60 minutos
(Elongacion) > 70°C durante 15 minutos (Inactivacién de la Transcriptasa Reversa). El
ARN obtenido fue utilizado inmediatamente para reacciones de PCR, o fue
almacenado a -80°C hasta el momento de su uso. Como control para la reaccion de
PCR se amplificé una regién del ADNc de la proteina houskeeping gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), utilizando los partidores anterégrado GAPDH 5'-
TTC ACC ACC ATG GAG AAG GC -3, y retrograde GAPDH 5'- GGC ATG GAC TGT

GGT CAT GA -3’
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Generacién sonda ARN SEPTS antisentido.

Utilizando como templado de ADN el vector comercial pYXAsc-Septin8 (Open
BioSystems), que codifica para [a proteina SEPT8 completa, se realizaron reacciones
de PCR en gradiente a distintas temperaturas de annealing utilizando los partidores
anterégrado 5'- GAA TTC CAG GAC AGT GAC GGT GAC AGC -3’y retrégrado 5'-
GCG GCC GCT CAA AAT TTC TTC TTG TCC TTG TCT -3'. El producto de PCR fue
purificado con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System y clonado en el vector
pGEM-T Easy, siguiendo instrucciones del fabricante. El vector resultante fue
linealizado y a partir de este se sintetizd la sonda ARN uracilo-digoxigenina utilizando
el kit Riboporbe Generation System SP6/T7. La sonda de ARN generada fue purificada
con e! kit comercial E.Z.N.A. RNA probe purification, y almacenada a -80°C hasta su

utilizacién

Hibridacion in situ

Ratones adultos (mus musculus, cepa CF1) fueron anestesiados con Ketamina-
Xilacina para luego ser perfundidos transcardialmente con suero fisiolégico (NaCl 0.9%
p/v) y posteriormente con paraformaldehido 4% (PFA). El animal fue eutanasiado
siguiendo protocolos aprobados por el comité de ética de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile. El cerebro entero fue disecado e incubado en solucién de crio-
proteccién (PFA 4%, sacarosa 30% en HO DEPC) durante 24-48 horas a 4°C. EI
tejido fue embebido en PolyFreeze y congelado rapidamente en nitrégeno liquido. El
cerebro fue cortado en secciones coronales de 10 — 20 pm de grosor, y el nervio ciatico

fue cortado longitudinalmente utilizando un criostato (Microm HM525). Las regiones
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Figura 4. Regiones del cerebro de ratén analizadas mediante hibridacion in situ.
Mapa anatémico de distintas regiones del cerebro de raton (mus musculus) obtenidas
desde Allen mouse brain atlas (http://mouse.brain-map.org/) que representan la
posicién aproximada donde se realizé el corte coronal de las distintas regiones del
cerebro analizadas. (A) Regién aproximada para cortes de hipocampo,
aproximadamente 7.2 mm desde anterior a posterior. (B) Region aproximada para
cortes de corteza, aproximadamente 8.1 mm desde anterior a posterior. (C) — (D)
Regi6n aproximada para cortes de cerebelo, desde 10.4 a 13.0 mm aproximadamente
desde anterior a posterior. Barra de tamafio 1.6 mm aprox. Todas las mediciones son
aproximaciones realizadas en base a la base de datos de Allen mouse brain atlas.

cerebrales aproximadas donde se realizaron los cortes coronales se representan en la
Figura 4. Las muestras fueron dispuestas en portaobjetos sobre los que se realizo la
hibridacién de la sonda ARNm SEPT8. Las muestras fueron lavadas con buffer PTw
0.05% v/v Tween 20, en buffer fosfato salino (PBS) y posteriormente incubadas con

proteinasa K 10 mg/ml en buffer PTw durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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Luego de favar en buffer PTw, las muestras fueron fijadas por 20 minutos en PFA 4%
plv disuelto en buffer PTw a temperatura ambiente, luego fueron lavadas 3 veces con
buffer PTw, y pre-hibridadas por 3 horas a 65°C en buffer de hibridacién (formamida
50%; 1X buffer SSC pH 5.3 (150 mM NaCl, 15mM citrato de sodio), 5 mM EDTA; ARNt
de esperma de salmén 200 mg/ml; Tween 0.002%; CHAPS 0.005%; Heparina 100
mg/ml). Se agregaron entre 30-60 ng/mi de la a sonda SEPT8 y se incubaron por 16-18
horas a 68°C. Posteriormente las muestras se lavaron con solucién A (56X SSC pH 4.5,
formamida 50%, SDS 1%) por 30 minutos a 65°C 2 veces, con solucién B (2.5 X §SC
pH 4.5, formamida 50%, Tween 20 1%) por 3 minutos a 65°C 3 veces, y luego con
buffer acido malico MABw pH 7.5 (100 mM acido malico; 150 mM NaCl; 0.05 % Tween
20). Las preparaciones fueron bloqueadas en solucién de blogueo (Blocking solution
2%, en MABw) durante 2-6 horas a temperatura ambiente, y luego se incubd el
anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina (anti-digoxigenin-AP Fab
fragments) diluido 1/1000 en MABw, durante 12-20 horas a 4°C en camara himeda.
Las muestras fueron lavadas 40 minutos a temperatura ambiente 5 veces con buffer
MABw y se incubaron durante 5 minutos con solucién AP de reaccién para fosfatasa
alcalina (Tris 100 mM pH 9.5; MgClz 50 mM; NaCl 100 mM; Tween 20 1%). El revelado
es llevado a cabo agregando el reactivo 3,5 BCIP / 4,5 NBT incubando durante 3-16
horas a temperatura ambiente. Las muestras fueron analizadas en microscopio

Olympus BX61.

Clonamiento de vectores que codifican proteinas de fusion.
Como templado para la reaccién de PCR se utilizé el vector pYXAsc-Septing

(Open BioSystems). Para generar la proteina de fusién GST-SEPT8 se clond en el
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vector comercial pGEX5.1 (GE Healthcare Life Science) la secuencia correspondiente
al extremo C-terminal de SEPT8 amplificada con los partidores anterégrado 5'- GAA
TTC CAG GAC AGT GAC GGT GAC AGC -3’ (EcoRl)} y retrégrado 5'- GCG GCC GCT
CAA AAT TTC TTC TTG TCC TTG TéT -3 (Notl). Para generar la proteina de fusion
EGFP-SEPTS se clond en el vector comercial pEGFP-C1 (Clontech) la secuencia
completa de SEPT8 con los partidores anterégrado 5'- AAG CTT CGC AGC TCG CCA
TGG C -3’ (Hindlll) y retrogrado 5'- GAA TTC GTC CTT GTC TTT CCT CAG AGG C -3
(EcoRl). Subrayado se indica la secuencia de corte paras las respectivas enzimas de
restriccion entre paréntesis. Todas las enzimas de restriccién fueron adquiridas desde
New England Biolabs. Las dobles digestiones de los productos de PCR y de los
plasmidios vacios se realizaron a 37°C durante 2 horas agregando 1 U de cada enzima
de restriccion. Los productos digeridos fueron ligados con Ligasa T4 a 4°C por 16

horas. Los productos de ligacién fueron transformados en bacterias e.coli DHb5q para

su amplificacion.

Induccién de expresién bacteriana, SDS-PAGE y tincién con azul de Coomassie
El vector pGEX5-1-SEPTS, fue transformado en bacterias e. coli de la cepa
BL21 mediante shock térmico. Un inéculo de las bacterias que llevan el ADN plasmidial
fue dejado hasta saturacién en medio LB con Ampicilina 1 pg/ml por 16 horas a 37°C
en agitacién. Posteriormente se incubé una alicuota del inéculo saturado en medio LB
fresco con Ampicilina, y se indujo la expresion de proteinas con IPTG (/sopropy! p-D-1-
thiogalactopyranoside) por 2 horas a 37°C en agitacion. Luego de esto las bacterias
fueron centrifugadas y el pellet resultante fue resuspendido en H:O bidestilada e

incubado a 95°C por 10 minutos. Las muestras fueron denaturadas en buffer de carga
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de proteinas. Las proteinas ya denaturadas fueron cargadas en geles de poliacrilamida
y separadas por peso molecular en buffer de corrida (25 mM Tris Base pH 8.3, 190 mM
glicina 0.1% p/v SDS). Los geles fueron tefiidos con reactivo de azul de Coomassie, y

luego desteftidos con una solucién de acido acético glacial, metanol y dH:0.

Precipitacién ADN plasmidial con etanol

Al ADN plasmidial producto de MaxiPrep correspondiente a los vectores
pEGFPC1 y pEGFPC1-SEPTS se agregd 1/10 volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2
para posteriormente agregar 3 vollimenes de etanol 100%. La solucion se dejé a -20°C
durante 16 horas. Las muestras fueron centrifugadas a 12000 rpm por 20 minutos a
4°C, y el peffet resultante fue resuspendido en 1 ml de etanol 70% frio y centrifugado a
12000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado, y el peflet
correspondiente al ADN plasmidial precipitado fue secado a temperatura ambiente
durante 10 minutos y posteriormente fue resuspendido en H.O Sanderson estéril para

ser utilizado en ensayos de transfeccion.

Transfeccién transiente de ADN plasmidial

La transfeccion de los plasmidios EGFP y EGFP-SEPT8 se realizé en la linea
celular derivada de oligodendroglioma humano TC620 siguiendo el protocolo de
transfeccion con Lipofectamina 2000 de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Brevemente, los complejos de ADN plasmidial y Lipofectamina 2000 se formaron en
medio IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's) sin suero, para posteriormente ser

agregados a las células. La transfeccion se realizé durante 12 horas en medio de
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transfeccion (IMDM sin suero y sin antibictico). Luego de este tiempo, el medio se
reemplazé por el medio de mantencién (IMDM 10 % suero fetal bovino, SFB). E
volumen de Lipofectamina 2000 se agregé en una proporcién 2 : 1 con respecio a la
masa de ADN plasmidial utilizado. Las células fueron fijadas 48 horas post-transfeccion
con PFA 2% p/v en PBS 1X. Las muestras fueron analizadas en microscopio de epi-

fluorescencia Zeiss AxioVert 200M.
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RESULTADOS

Disefio de partidores especificos para el ADNc de SEPT8

En el presente estudio se propone analizar el patrn de expresién espacial de la
proteina Septina 8 (SEPT8) en sistema nervioso, a través del andlisis de la localizacion
del ARNm especifico para SEPT8 mediante hibridacién in situ, y a través de la
generacion de un anticuerpo especifico contra la proteina SEPT8. Como se mencioné
anteriormente, las proteinas pertenecientes a la familia de las Septinas poseen un alto
porcentaje de identidad tanto al comparar sus secuencias nucleotidicas codificantes
como sus estructuras primarias protéicas, lo que dificultaria la distincion entre distintas
Septinas, ya que podria existir reconocimiento cruzado entre distintos miembros de
esta familia de proteinas al momento de la deteccién. Es por esto que para la
generacién de la sonda complementaria de ARNm para SEPT8 que se utilizara en
hibridacién in situ, debié elegirse como molde una regién tnica y especifica en la
secuencia nucleotidica de SEPTS8, que posea un bajo porcentaje de identidad con el
resto de las Septinas. De igual manera, el epitopo contra el que se busco generar el
anticuerpo contra SEPT8 posee una estructura primaria distinguible del resto de los
miembros de la familia de las Sgptinas. Para determinar que Septinas poseen el mayor
porcentaje de identidad nucleotidica con SEPTS, se llevé a cabo un analisis de
alineamiento multiple de secuencias de ADN utilizando el programa de libre acceso

Clustal Omega. A partir de las secuencias de ADNc de las 13 Septinas descritas en
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Figura 5. Generacion de partidores especificos contra la region C-terminal de
SEPTS. (A) Cladograma generado en base al porcentaje de identidad de la secuencias
nucleotidicas de la region codificante para los distintos miembros de la familia de las
Septinas de raton. En rojo se destaca el grupo de Septinas que posee un mayor
porcentaje de identidad con SEPT8. (B) Tabla resumen donde se muestra el
porcentaje de identidad entre SEPT6, SEPT8, SEPT10, SEPT11 y SEPT14. El valor
superior corresponde al porcentaje de identidad de las secuencias nucleotidicas
codificantes. El valor inferior entre paréntesis indica el porcentaje de identidad de las
secuencias primarias aminoacidicas entre las distintas proteinas. (C) Esquema
superior representa el alineamiento de las secuencias nucleotidicas de ADNc de
SEPT8 y SEPT11, donde cada barra azul corresponde a un punto de coincidencia
entre nucleétidos de ambas secuencias. Esquema inferior representa el alineamiento
de las secuencias de aminoacidos de las proteinas SEPT8 y SEPT11, donde en
amarillo se esquematiza el grado de consenso entre secuencias de ambas proteinas,
el que se determina acorde al grado de similitud electroquimica de los residuos
aminoacidicos analizados. Mientras mas oscuro sea el color de una barra, menor sera
la similitud entre residuos. Cada barra negra corresponde a un punto de coincidencia
exacta entre aminoacidos en las secuencias de ambas proteinas. (D) Representacion
de los distintos dominios presentes en la secuencia protéica de las Septinas. NTV,
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Dominio N-terminal variable; PB, regién de aminoéacidos polibasicos; DUG, dominio de
unién a GTP; EUS, elemento Unico de Septinas; CC, dominio coifed coil.

ratén (mus musculus) se generé un cladograma realizado en base al porcentaje de
identidad entre las secuencias de las distintas Septinas (Figura 5A). Se observa que
SEPT8 se agrupa junto con las proteinas SEPT6, SEPT10, SEPT11 y SEPT14, y que
guarda un mayor porcentaje de identidad con SEPT11, existiendo un 72.56% de
identidad entre secuencias nucleotfdicas del ADNc, y un 78.87% de identidad entre las
secuencias aminoacidicas de ambas proteinas (Figura 5B). En la literatura se ha
descrito que las Septinas se caracterizan por poseer una region central altamente
conservada, mientras que tanto los extremos amino terminal y carboxilo terminal son
variables y especificos para cada uno de los miembros de esta familia de proteinas. Se
disefiaron partidores especificos para amplificar la regién correspondiente al extremo
C-terminal de SEPT8, que abarca desde el nucledtido 930 hasta el nucledtido 1293,
permitiendo de esta manera amplificar una regiéon con un menor numero de
coincidencias en las secuencias nucleotidicas de los ADNc de SEPT8 y SEPT11
(Figura 5C, panel superior). Cabe destacar que ufilizando una herramienta de PCR
virtual (electronic-PCR, NCBI) se comprobé que los partidores disefiados solo generan
un amplicon de 370 pares de bases que es especifico para SEPT8, y que no amplifican
ninglin otro producto inespecifico al realizar el experimento in silico sobre la libreria de
ADNc total de mus musculus. El polipéptido codificado por la secuencia de ADNc
amplificado, abarca desde el residuo glutamina (Q) 310 hasta el residuo fenilalanina (F)
431 en la estructura primaria de SEPTS8, generando un péptido de aproximadamente
14 kDa de peso molecular predicho. Esta regién aminoacidica de SEPT8 posee al igual

que para la secuencia de ADNc, un bajo porcentaje de identidad con la secuencia de la
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proteina SEPT11, tanto a nivel de consenso aminoacidico como a nivel de coincidencia
de residuos entre ambas secuencias (Figura 5C, panel inferior). Es importante destacar
que la regién codificada en la secuencia amplificada de SEPT8 corresponde a un
dominio del tipo coiled coil en la estructura terciaria de la proteina, y no abarca los
dominios de unién a GTP ni el dominio Unico de Septinas que se encuentran altamente

conservados entre los distintos miembros de esta familia de proteinas (Figura 5D).

Expresion de SEPT8 en cerebro total y nervio cidtico durante etapa adulta

determinada mediante RT-PCR.

Como primera aproximacion para analizar la expresion de Septina 8 en sistema
nervioso central (SNC) y en sistema nervioso periférico (SNP) se analizé mediante
PCR acoplado a transcripcion reversa (RT-PCR) la presencia del ARNm especifico de
SEPTS utilizando los partidores previamente generados. ElI ARN total fue extraido
desde tejido de nervio ciatico y desde cerebro anterior proveniente de ratones adultos.
Posterior a la transcripcion reversa, se llevé a cabo PCR utilizando los partidores
especificos contra SEPT8 siguiendo el protocolo mostrado en la Figura 6A. Se observa
un producto de PCR de aproximadamente 370 pb correspondiente al amplificado de la
secuencia de SEPT8 que codifica para el extremo carboxilo terminal de la proteina,
tanto en nervio cidtico (Figura 6B) como en cerebro total (Figura 6C), lo que se
interpreta como que existe expresion a nivel de ARNm de SEPT8 en SNP y en SNC,

en ratones adultos.
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Figura 6. SEPT8 se expresa en nervio ciatico y en cerebro de ratén adulto. (A)
Diagrama del protocolo de PCR utilizado para la amplificacion del producto de 380 pb
correspondiente a la regién que codifica para el extremo carboxilo terminal de SEPT8.
Se utilizé una temperatura de annealing de 60.3 °C durante 70 segundos. RT-PCR
utilizando partidores contra SEPT8 y contra GAPDH a partir de ADNc de nervio ciatico
de raton adulto (B) y de ADNc de cerebro anterior de ratén aduito (C). Cada reaccin
se muestra por duplicado. Tamafio teérico del amplificado de GAPDH es 237 pb. ST,
estandar de peso molecular.

Cabe destacar que como control positivo interno para la reaccién de transcripcion
reversa y de PCR se utilizaron partidores contra una regién del ADNc que codifica para

[a proteina de housekeeping gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
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SEPTS se expresa en distintas regiones de cerebro adulto y en nervio ciatico,

determinado mediante hibridacidn in situ.

Una vez determinada la expresién a nivel de ARNm de SEPT8 durante estadios
adultos, nos propusimos determinar su patrén de expresion espacial tanto en tejido
cerebral como en tejido de nervio cidtico, mediante la técnica de hibridacién de ARN in
situ utilizando una sonda de ARN antisentido especifica conira SEPTS, la cual se
genero clonando el fragmento amplificado por los partidores especificos de SEPT8 en
el vector pGEM-T Easy. Para esto se realizaron reacciones de PCR en gradiente a
distintas temperaturas de anneafing, utilizando como templado de ADN el vector
comercial pYXAsc-Septing (Open BioSystems), que codifica para la proteina completa,
y siguiendo el protocolo esquematizado en la Figura 7A. Se observa que con las tres
temperaturas de annealing utilizadas se obtiene un amplificado especifico de
aproximadamente 380 pb correspondiente a SEPTS8, el que posteriormente es
purificado para continuar con el protocolo de clonamiento (Figura 7B). Se observa que
cuatro de los clones obtenidos amplifican para la secuencia de ADN de SEPTS (Figura
7C). Posteriormente se comprob6 la presencia y orientacién del inserto mediante
secuenciacién del clon seleccionado para generar la sonda de ARN antisentido contra
SEPTS utilizada en ensayos de hibridacién in situ. Se evalué la expresién del ARNm de
SEPT8 en sistema nervioso ceniral, especificamente en hipocampo, corteza y
cerebelo. Para esto se realizaron cortes coronales de cerebro entero de ratdén adulto,
los que fueron incubados con la sonda contra SEPT8 siguiendo el protocole de

hibridacion in situ.

33




1
94°C | 94°C <36
5:00 , 0:30 '
! 72°C , 72°C
, T 0:45 | 7:00
t T2 L. 1
t 1
' J3.___ I
. t
X 1:10 '
1 1
1 1
, C
B 1 annealing - ~ o <t
c c c =
ke © o L2
Q [&] [} Q

TL T2 T3 ST Purif. ST

Figura 7. Generacién de la sonda de ARN contra SEPT8 utilizada en ensayos de
hibridacion in situ. (A) Diagrama del protocolo de PCR en gradiente utilizado para la
amplificacion de la secuencia de SEPT8 de 370 pb. Las temperaturas de annealing
utilizadas en este protocolo son T1 65.3 °C, T2 60.3 °C y T3 58.0 °C, durante un
intervalo de 70 segundos. (B) Productos de PCR obtenidos al amplificar con distintas
temperaturas de annealing. Con asterisco rojo se indica la banda de 500 pb en el
marcador de peso molecular. Se observa en el carril Purif, 20 W del producto de
amplificacion purificado utilizado para el clonamiento en el vector pGEM-T Easy. (C)
Productos de PCR obtenidos a partir de cuatro clones distintos del vector generado
pGEM-T Easy — SEPTS.

Para determinar las distintas estructuras anatémicas distinguibles en el

hipocampo se utilizé la base de datos Alfen Brain Atlas: Mouse Brain, que se encuentra

disponible en linea. Se observa marca positiva para la sonda de SEPT8 hipocampo
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Figura 8. Expresién del ARNm de SEPT8 en hipocampo de cerebro adulto. (A)
Imagen representativa de un corte coronal de cerebro de ratén adulto donde se
muestra un hemisferio hipocampal incubado con la sonda contra SEPT8. Barra de
tamafio 0.5 mm. Se demarcan con cuadros blancos las distintas regiones de la
estructura de! hipocampo analizadas. (B) Inicio de la estructura hipocampal. Con la
linea punteada se demarca la interfase entre el subiculus (sub) y la regién CA1 del
hipocampo. {C) Regién CA1 del hipocampo. (D) Regién CA2 y CA3 del hipocampo. (E)
Giro dentado. La linea punteada demarca la interfase (sulcus) entre el giro dentado y la
region CA1 del hipocampo. Barras de tamafic B — E son de 0.1 mm. Se sefialan las
siguientes estructuras: Stratum pyramidale (str. pyr). Stratum oriens (str. ori). Stratum
radiatumn (str. rad). Stratum moleculare (str. mol). Stratum lucidum (str. luc). Sulcus
hipocampal (sul). Strafum moleculare del giro dentado (str. mol GD). Sfrafum
granufosum (str. gr). Capa polimérfica (po).

proveniente de ratén adulto, lo que se interpreta como expresion especifica del ARNm
que codifica para esta protelna en esta estructura (Figura 8A). A grandes rasgos se
puede apreciar expresién de SEPT8 en las regiones CA1-CA3 (comu ammonis 1 - 3) y
en el giro dentado del hipocampo, como también en zonas peri-hipocampales. Es
importante destacar que es estas mismas regiones mencionadas donde se ha
caracterizado la presencia de fibras mielinizadas en el hipocampo en estadios adultos
(Meier y col., 2004; Ye y col.,, 2013). En el subiculus (sub) se observa tincion en fibras
verticales y horizontales, sin embargo la sefial de SEPT8 no es detectada en cuerpos
celulares (somas) en esta zona. SEPT8 se encuentra presente en fibras de la region
CA1 del hipocampo, sin embargo y al igual que en el caso anterior, la sefial no marca
cuerpos celulares, en particular en el sfratum pyramidale (str. pyr) (Figura 8B). Cabe
destacar que cualitativamente existe una reduccién en la densidad de fibras positivas
para SEPT8 en la regién CA1 hipocampal en comparacién al subiculus (Figura 8B). La
ausencia de del ARNm de SEPT8 en cuerpos celulares se replica en las distintas
capas de la region CA1 del hipocampo: stratum oriens, stratum pyramidale y stratum

radiatum. Sin embargo se observan fibras positivas para SEPT8 especificamente en
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zonas del stratum oriens, las que en algunos casos logran proyectar hacia porciones
del stratum radiatum. Estas fibras podrian corresponder a axones mielinizados de
interneuronas GABAérgicas inhibitorias que emergen desde somas ubicados en el sir.
oriens y que proyectan hacia regiones del str. radiatum y str. moleculare (Maccaferri y
col., 2005). También se observa un fuerte marcaje en la regidn del CA1
correspondiente a stratum moleculare (Figura 8C). No se aprecian somas positivos
para SEPTS en las regiones CA2 y CA3 del hipocampo en ninguna de sus capas. Se
observa una alta densidad de fibras marcadas con la sonda en la regién del str.
radiatum, las que podrian corresponder a axones que contactan el arbol dendritico
apical de las neuronas piramidales excitatorias que poseen sus somas situados en el
str. pyramidale de la region CA3 del hipocampo. Se aprecian densas agrupaciones
positivas para SEPT8 en el strpyramidale, sin embargo no se logra distinguir de
manera certera si este marcaje se encuentra sobre o alrededor de somas neuronales
(Figura 8D). En el giro dentado no existe sefial positiva para SEPT8 en los somas de
las neuronas ubicadas en el stratum granulosum, incluso solo pocas fibras son
detectadas proyectando hacia esta region o transitando a través de ella. En el stratum
moleculare del giro dentado y en la capa polimérfica se observa una gran cantidad de
fibras positivas para SEPT8. No es evidente la presencia de fibras que traspasen el
sulcus o fisura hipocampal delimitado con una linea punteada, sugiriendo que fas
proyecciones entre la regién CA1 y el giro dentado no son positivas para SEPT8

(Figura 8E).

Se observa marcaje positivo para [a sonda de SEPT8 en distintas regiones que
conforman la corteza del cerebro de ratén adulto (Figura 8A). Al igual que para el

hipocampo, para determinar las estructuras anatémicas corticales se utiliza como
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referencia la base de datos Alfen Brain Atlas: Mouse Brain dispenible en linea. En [a
corteza retrosplenial (Refrosplenial corfex, RSC) la marca de SEFT8 se encuentra
excluida de cuerpos celulares, sin embargo se observan fibras positivas para la sefial
de SEPTS, las que emergen desde el cuerpo calloso. (Figura 9B). En adicion a la
localizacion en fibras, SEPT8 también presenta un patréon de expresion espacial
punteado en algunas porciones de la corteza retrosplenial, que pedrian corresponder a
terminales nerviosos presinapticos (Insef, Figura 9B). Regiones corticales ubicadas
hacia posicion dorsal comprenderian entre otras la corteza visual (Figuras 9C y 8D), y
la corteza auditiva (Figura 9E). Para el caso de [a putativa corteza visual no se puede
determinar si las regiones analizadas cotresponden a las secciones anteromedial,
primaria o anterolateral. La sefial de SEPT8 se encuentra ausente de cuerpos celulares
en todas las capas corticales. Se observan muy pocas fibras SEPT8 positivas en [a
capa |, lo que se condice con la baja densidad neuronal caracteristica de esta capa
cortical. En la Figura 9C se aprecia que las fibras positivas para SEPT8 en su mayoria
no se encuentran presentes en las capas corticales IHl, mientras que si se observan
en las capas IV/V. La Figura 9D corresponde a una seccion ubicada hacia [a region
dorsal, y en esta zona si se puede ver que tanto las capas [l/lll y IV/V se encuentran
densamente pobladas por fibras SEPT8 positivas. Se observa un gran numero de
tractos positivos para SEPT8 en la capa Vi, las que en su mayoria son horizontales.
Finalmente SEPT8 se observa en una seccién que corresponderia a la corteza
auditiva, ubicada hacia ventral respecto a la corteza visual, con una sefial
predominantemente presente en fibras en [as capas II-V] y practicamente ausente de la

capa | (Figura SE).
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Figura 9. Expresion del ARNm de SEPT8 en corteza de cerebro adulto. (A) Imagen
representativa de un corte coronal de cerebro de ratén adulto donde se muestra un
hemisferio cortical incubado con la sonda contra SEPT8. Barra de tamario 1.0 mm. Se
demarcan con cuadros blancos las distintas regiones de la corteza analizadas, las que
fueron determinadas utilizando la base de datos Allen Brain Atlas: Mouse Brain. (B)
Corteza retrosplenial y cuerpo calloso, demarcado con linea punteada. Barra de
tamafio 0.5 mm. /nset muestra patrén de expresion punteado para la marca de SEPT8,
el cual es sefialado con puntas de flecha roja. (C) y (D) Regiones corticales que
abarcarian parte de la corteza visual. Con lineas punteadas se demarcan limites
estimados de las distintas capas corticales, abarcando desde la capa | hasta las VI.
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Barra de tamafio 0.5 mm. (E) Regi6n cortical que comprenderia a parte de la corteza
auditiva.

Se evalud la expresién de SEPT8 en regiones cerebelares en cerebro de ratén adulto.
Se observa sefal positiva para la sonda contra SEPT8 en los foliculos que forman
parte de la corteza del cerebelo (Figura 10A). Se observa que er‘1 cerebelo se replica el
fenotipo observado en hipocampo y corteza, donde la sefial de SEPT8 se encuenira
ausente de cuerpos celulares en las tres capas analizadas (granular, de células de
Purkinje y molecular, Figura 10B). Al analizar la regién mas interna de la corteza
cerebelar, correspondiente a la capa granular, se aprecian fibras positivas para SEPT8
pasando a través de esta estructura y arribando a una regién central donde
aparentemente convergen. Esta porcién central ubicada en [a region interna de la capa
granular corresponde a materia blanca (Voogd y Glickstein, 1998), por lo que fibras
positivas para SEPT8 en esta regién podrian corresponder a fibras mielinizadas. Se
detecta un marcaje difuso, sin un patrén espacial determinado de la sonda SEPT8 en
la capa de células de Purkinje. En la capa molecular, que es donde se ubican los
amplios e intrincados arboles dendriticos de las células de Purkinje (Voogd y
Glickstein, 1998), se observa una sefial fibrilar positiva para SEPT8. Finalmente se
observa que entre foliculos de la corfeza del cerebelo se ubican gruesas fibras

positivas para SEPT8 (Figura 10B, cabezas de flecha).

Una vez determinada la expresién de SEPT8 en SNC, queda determinar [a
localizacion espacial de esta ARNm en tejido de sistema nervioso periférico (SNP).

Para esto se realizaron cortes de nervio ciatico proveniente de ratones adultos, los que
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Figura 10. Expresiéon del ARNm de SEPT8 en cerebelo de cerebro adulto. (A)
Imagen representativa de un corte de region cerebelar de cerebro adulto positiva para
la sonda de SEPT8. Se demarca una region correspondiente a la corteza cerebelar.
Barra de tamafio 200 um. (B) Seccién correspondiente a la corteza cerebelar donde se
demarcan con lineas punteadas las tres capas que la conforman: capa granular (cg),
capa de células de Purkinje (cp) y capa molecular (cm). Cabezas de flecha negras
indican tracto positivo para SEPT8 que se ubica entre dos I6bulos de la corteza del
cerebelo. Barra de tamario 100 pm.
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fueron incubados con la sonda de ARNm contra SEPT8. Se detecta sefial de SEPT8 a
lo largo del nervio cidtico, la que aparentemente se distribuye de manera fibrilar (Figura
11A). Al analizar la regién distal (Figura 11B) y region medial (Figura 11C) del nervio
ciatico, se confirma la observacion realizada previamente, ya que se pueden distinguir
fibras positivas para SEPT8 gue se ubican de manera longitudinal y paralelas a la
extensién del nervio. Dicho patrén de expresién se observa a una magnificacion mayor
en el inset de la Figura 11C. Se ha descrito que células de Schwann se encuentran
presentes en nervio ciatico y que en este contexto mielinizan fibras nerviosas durante
el desarrollo de esta estructura {(Martini y Schachner, 1986), por lo que la sefial de
SEPT8 podria dar cuenta de la expresion de esta proteina en celulas de Schwann
presentes en el nervio cidtico. No se observan estructuras positivas para SEPT8 que
pudiesen corresponder a cuerpos celulares presentes en el tejido, lo que sugiere que
los fibroblastos u ofros tipos celulares presentes no expresarian una cantidad elevada

de SEPTS.
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Figura 11. Expresion del ARNm de SEPT8 en nervio ciatico adulto. (A) Imagen
representativa de un corte longitudinal de nervio ciético incubado con sonda contra
SEPTS. Barra de tamafio 0.5 mm. Region distal (B) y region medial (C) de nervio
ciatico. Barra de tamafio 0.5 mm. Inset muestra fibras longitudinales positivas para
SEPT8. Barra de tamafio 150 pm.

Clonamiento de la proteina de fusion GST-SEPT8

Con el propésito de generar la proteina de fusién GST-SEPT8 se propuso
clonar la secuencia que codifica para al extremo carboxilo terminal de SEPT8
amplificada con los partidores especificos previamente disefiados, en el vector
comercial de expresién bacteriana pGEX5.1 (GE Healthcare Life Science). El vector
generado consiste en un promotor bacteriano que comanda la expresion de un

fragmento de la proteina glutation S-transferasa (GST), el que se ubica en la region

43




amino terminal de la protefna de fusién generada al clonar la secuencia de SEPT8. Los
partidores utilizados fueron disefiados de tal manera de otorgar direccionalidad al
momento de insertar la secuencia de ADNc de SEPTS8, afiadiendo un sitio de corte
para la enzima de restriccion EcoRI en el partidor anterégrado, y un sitio de corte para
la enzima de restriccion Notl en el partidor retrégrado, permitiendo que la secuencia de
Septina 8 se inserte en la direccién apropiada para que posteriormente la proteina de
fusién se traduzca integramente (Figura 12A). Entre la secuencia codificante para GST
y el sitio de miiltiple clonamiento (SMC), se encuentra [a secuencia de reconocimiento
para la proteasa factor Xa, lo que permite una vez que se obtenga la proteina de fusion
purificada, separar mediante corte proteolitico las secuencias aminoacidicas de GST y
de SEPTB, produciendo finaimente el dominio carboxilo terminal de SEPT8 purificado
(Figura 12A). Tres clones son positivos para la presencia del inserto de SEPTS, por lo
que poseen el inserto en la orientacién correcta otorgada por los sitios de corte de las
enzimas de restriccion (Figura 12B). Se seleccioné el clon 2 para la induccion de la
proteina de fusién. La expresioén de GST en el vector pGEX5.1 se encuentra bajo el
control del promotor bacteriano tac, el que es inducible por IPTG (/sopropy! f-D-1-
thiogalactopyranoside). La induccién con 1.0 mM y 10.0 mM de IPTG aumenta la
expresién de todas las proteinas observadas en el rango de peso molecular otorgado
por el gel de poliacrilamida, incluyendo la banda de 43 kDa que corresponderia a GST-
SEPT8 (Figura 12C). Sin embargo en ninguna de las condiciones bajo las que se
realiza la induccion se observa un incremento especifico aparente de los niveles de

GST-SEPTS. Considerando esta limitante técnica se decide no continuar con la
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[IPTG] 0.1 mM [IPTG] 1.0 mM [IPTG] 10.0 mM
St 60 120" 160° 60’ 120' 160° 60° 120" 160
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St €1 C2 C3 C1 Cc2 C3 St

GST-Sept8
(43 kDa)

sept

Figura 12. Generacion y expresion de la proteina GST-SEPT8. (A) Esquema del
vector pGEX5.1 donde se cloné el inserto de SEPT8. Xo, sitio de corte para la proteasa
factor Xa.. SMC, sitio de multiple clonamiento. Se sefialan las posiciones estimadas de
las secuencias e corte para las enzimas de restriccion EcoRI y Notl. (B) PCR contra
Septina 8 a partir de tres clones distintos generados y purificados. Reaccion se lleva a
cabo por duplicado para cada clon siguiendo el protocolo descrito en la Figura 7A, con
una temperatura de annealing de 60.3 °C. Con flecha se sefiala el amplificado
correspondiente a SEPT8. (C) Induccion de la expresién de GST-SEPTS8 (clon 2) con
distintas concentraciones de IPTG (0.1, 1.0 y 10 mM) a distintos tiempos (60, 120 y 160
minutos). Tincién con azul de Coomassie sobre gel de poliacrilamida, donde fueron
cargadas las muestras protéicas bacterianas y separadas de acuerdo a su peso
molecular siguiendo el protocolo de SDS-PAGE. Con flecha negra se sefala la banda
de aproximadamente 43 kDa que corresponderia a la proteina de fusion GST-SEPTS8
(peso molecular de GST es aproximadamente 28 kDa, y peso molecular predicho para
la regién carboxilo terminal de SEPT8 es aproximadamente 14 kDa).

purificacién de la proteina de fusion y cambiar la estrategia experimental para analizar

la localizacion subcelular de SEPTS.
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EGFP-SEPT8 presenta una localizacién aparente asociada a la membrana

plasmaética

Se decidio clonar el vector que genere la proteina de fusién SEPTS8 asociada a
la proteina fluorescente verde (green fluorescent protein, GFP). Para esto se utilizo el
vector comercial pEGFP-C1 (Clontech), el cual codifica para la proteina fluorescente
verde aumentada (enhanced GFP, EGFP). Utilizando este vector, la secuencia de GFP
quedara ubicada hacia el extremo amino terminal de la proteina de fusion. Se disefian
partidores especificos que amplifican la secuencia completa del ADNc de SEPTS8 (1293
pares de bases). Se esquematiza el mapa del vector generado en la Figura 13A. El
protocolo de PCR seguido para amplificar la secuencia completa de SEPT8 se muestra
en la Figura 13B. Se puede apreciar que a diferencia de los protocolos descritos
previamente, en este caso el tiempo de elongacién en el ciclo de amplificacion es de
mayor duracién (70 segundos) acorde al mayor tamafio de la secuencia a amplificar.
Se observa el vector y el amplificado de SEPT8 completo, ambos doble digeridos con
las enzimas de restriccién Hindlll y EcoRI, y purificados para ser utilizados en la
reaccién de ligacion (Figura 13C). Los clones seleccionados son positivos para la
amplificacion se la secuencia de SEPT8 (resultado no mostrado). Para evaluar la
localizacion subcelular de la proteina de fusién generada se realizaron ensayos de
transfeccién utilizando la linea celular TC620, correspondiente a un oligodendroglioma
derivado de humano que se ha descrito expresa marcadores correspondientes a
oligodendrocitos inmaduros (Kashima y col., 1993). Al transfectar ef vector pEGFP-C1
vacio, se observa una sefial de fluorescencia ubicua y homogénea en el cuerpo celular
de las células transfectadas correspondiente a la sefial de EGFP, sin cambios

aparentes en la morfologla de estas células (Figura 13D). Al itransfectar el vector
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EGFP-SEPTS se observa sefial de fiuorescencia en la proximidad del limite celular,

aparentemente asociada a membrana plasmética. La sefial de fluorescencia en el

citoplasma o nlcleo es tenue, y no existen cambios morfologicos aparentes de la

células transfectadas (Figura 13E).
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94°C , 94°C x36

1.5kb
1.2kb
1.0kb

Figura 13. Localizacion de EGFP-SEPT8 en células TC620 es asociada a
membrana plasmatica. (A) Esquema del vector pEGFP-C1 donde se clon¢ el inserto
correspondiente a la secuencia codificante completa para SEPT8. CMV, promotor de
mamifero con regién regulatoria derivada de citomegalovirus de humano. EGFP,
enhanced green fluorescent protein. SMC, sitio de multiple clonamiento. pA, sefial de
poliadenilacién. (B) Diagrama del protocolo de PCR utilizado para la amplificacion de la
secuencia de SEPT8 de aproximadamente 1300 pb. (C) Productos doble digeridos con
las enzimas de restriccion Hindlll y EcoRl, y purificados utilizados en reaccion de
ligacién con Ligasa T4. Carril Std, estandar de peso molecular. Carril pEGFP.C1,
vector vacio linearizado de aproximadamente 5 kb (asterisco negro). Carril SEPT8c,
secuencia completa de ADNc obtenida mediante PCR de aprox. 1300 pb, mostrada por
duplicado (asterisco rojo). (D) Células del oligodendroglioma humano TC620
transfectadas con el vector pEGFP-C1. Panel izquierdo contraste de fase y panel
derecho de fluorescencia corresponden al mismo campo visual. Barra de tamafio 10
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um. (E) Células del

pEGFP-SEPTS. Panel izquierdo co

corresponden al mis
mayor magnificacion

oligodendrogfioma humano TC620 transfectadas con el vector
ntraste de fase y panel derecho de fluorescencia

mo campo visual. Barra de tamafio 20 pm. Inset muestra una
de las células dentro del recuadro blanco.
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DISCUSION

Presencia de ARNm de SEPT8 en fibras mielinizadas.

En el SNC, los principales componentes protéicos de la mielina compacia son
las proteinas PLP (Myeiin proteolipid protein) y MBP (Myelin basic protein) (Aggarwal
y col., 2011a). PLP es una proteina altamente hidrofébica de transmembrana, que es
traducida por ribosomas en el reticulo endoplasmico para luego ser transportada a la
membrana de la mielina, a través de una serie de pasos que involucran ciclos de exo-y
endocitosis (Trajkovic y col., 2006; Laursen y col., 2011). Por otro lado, se ha descrito
la presencia del ARNm de MBP y de polirribosomas libres en la mielina purificada
(Colman y col., 1982), y posteriormente se comprobd que Ia traduccion de MBP en
oligodendrocitos ocurre asociada a la mielina, en un proceso que involucra el
transporte a fravés de microtibulos (MT) del ARNm de MBP asociado a granulos de
polirribosomas desde el soma hacia la vaina de mielina (Ainger y col., 1993; Ainger y
col., 1997: Muller y col., 2013). La sintesis protéica de MBP ocurre especificamente en
sitios de contacto axo-glial, y es mediada por la activacién de la kinasa Fyn e integrinas
(White y col., 2008), sin embargo no se ha determinado el compartimento
citoplasmético donde este fenémeno ocurre, abriéndose la posibilidad de que ocurra en
loops paranodales o en el mesaxon intemo del oligodendrocito, por ejemplo. En el
presente estudio se demostré mediante hibridacion in situ la presencia del ARNm de
SEPTS8 en aparentes fibras mielinizadas, y no en somas celulares en distintas regiones
de cerebro y en nervio ciatico, pudiendo entonces suponer que la traduccion de SEPT8

en oligodendrocitos y en células de Schwann podria ocurrir asociada a la mielina,
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similar a lo observado para MBP (Figura 14A). Sin embargo, siguiendo la metodologla
ya mencionada, no es posible discernir si el ARNm de SEPT8 se encuentra en la célula
glial, o en el axén de la neurona que esta siendo mielinizada. Si el ARNm fuese de
naturaleza axonal, emerge la posibilidad de que el acido nucléico, en conjunto con la
maquinaria de traduccién, estuviese siendo transferic!o desde la célula glial hacia la
neurona, siguiendo un mecanismo de comunicacién celular basado en el traspaso de
elementos a través de exosomas (Figura 14B). Los exosomas, vesiculas de 50 - 100
nm de diametro contenidas en endosomas multivesiculares que liberan su contenido al
medio extracelular (Thery y col., 2009), contienen ARNm y microARN que pueden ser
transferidos horizontalmente de una célula a otra, manteniendo su funcionalidad en su
nueva locacién, fenémeno que recibe el nombre de “lanzamiento de ARN exosomal’
(exosomal shuttle RNA, esRNA) (Valadi y col., 2007). Se ha demostrado que tanto
oligodendrocitos en SNC y células de Schwann en SNP, liberan exosomas cargados
con proteinas y ARNs, que son incorporados por los axones mielinizados
contribuyendo asi a la integridad neuronal (Lopez-Berilli y col., 2013; Fruhbeis y col.,
2013). Si bien en la actualidad no existe una libreria de los ARNm presentes en
exosornas de células mielinizantes, una posibilidad es que el ARNm de SEPT8 sea
transferido via exosomal de una glia hacia un axén, donde se traducira localmente. Es
importante destacar que no se ha descrito la presencia de ARNm o péptido de algtin
miembro de la familia de las Septinas en exosomas. Salo se ha detectado en modelos
que no involucran sistema nervioso la presencia de SEPT2, 9 y 11 en otro tipo de

veslculas extracelulares, llamadas shed microvesicles (Xu y col., 2015).

Una fercera alternativa es que el ARNm de SEPT8 sea de origen neuronal, y

que la traduccién local ocurra en el axén de manera célula-autonoma (Figuras 14C). Se
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. Canal citoplasmatico
A Neurona (mielina)

Canal citoplasmatico
(mielina)

Figura 14. Posibles mecanismos de traduccién del ARNm de SEPTS. (A) El ARNm
de SEPTS es transportado desde el soma del oligodendrocito hacia la mielina, donde
es traducido en regiones de contacto axo-glial, similar a lo que ocurre con la proteina
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MBP. (B) EL. ARNm de SEPT 8 es transferido a traves de exosomas desde las celulas
mielinizantes hacia la neurona, donde finaimente es traducido. (C) El ARNm de SEPT8
es de origen neuronal, y es transportado a través de microtibulos a lo largo del axon,
donde es finalmente traducido de manera local (Modificado de Bassell y Warren, 2008,
y Fruhbeis y col., 2013).

[y

ha descrito que en axones del SNP se encuentran enriquecidos los ARNm de diversas
proteinas citoplasmaticas, junto con la maquinaria de traduccién (Minis y col., 2014).
Ademas, se ha reportado traduccién local en axones de neuronas del SNC, sin
embargo este fendmeno ocurre predominantemente durante etapas tempranas del
desarrollo neuronal (Lin y Holt, 2008). Esto sumado al hecho de que multiples
miembros de la familia de las Septinas han sido detectado en neuronas, donde se les
ha atribuido funcionalidad, da sustento a la posibilidad de 1a traduccién local de SEPT8

€n axones.

Independiente del mecanismo de traduccién, el hecho de que el ARNm de
SEPTS se encuentre altamente enriquecido en oligodendrocitos y células de Schwann
durante la mielinizacién y no en etapas anteriores de la diferenciacion celular {Buser y
col., 2009), permite suponer que la traduccion de SEPTS, ya sea a nivel glial o axonal,
esta intimamente relacionada con el establecimiento y mantencion de la vaina de

mielina.

Mantencién de los dominios subcelulares de la mielina: Un posible rol para las

Septinas.

La localizacién diferencial de proteinas, lipidos y organelos en las células

mielinizantes, permite que se generen y mantengan sus distintos dominios
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subcelulares: la mielina compacta y los canales citoplasméticos. Esta
compartimentalizacién, es posible en parte a la funcion de: a} proteinas de andamio o
scaffold, que otorgan una superficie de reclutamiento para la integracion localizada del
citoesqueleto y distintas vias de sefializacién, y a b) las barreras a la difusion lateral,
que restringen el movimiento de (glico) proteinas y lipidos en el piano de la membrana
plasmatica, estableciendo dominios estructural y funcionalmente diferentes
(Saarikangas y Barral, 2011; Trimble y Grienstein, 2015). Como se menciond en la
introduccion, las Septinas conforman barreras a la difusién en la membrana plasmatica
en: el cuello de yemacién (budding neck) de levaduras en division (Takizawa y cal.,
2000), en la base del cilio primario de células eucariontes (Hu y col., 2010), y en la
base de espinas dendriticas en neuronas glutamatérgicas (Ewers y col., 2014), lo que
abre la posibilidad de que las Septinas, en particular SEPT8, actuaria como barrera a
la difusion en la mantencion de los subdominios de la vaina de mielina en
oligodendrocitos y/o células de Schwann, como también en el axolema de [a neurona

mielinizada.

En células mielinizantes (TC620) observamos que EGFP-SEPT8 presenta una
localizacion subcelular aparentemente asociada a la membrana plasmaética, que se
condice con el hecho de que las Septinas, a fravés de su dominio poli-basico, pueden
interactuar con membranas (Casamayor y Snyder, 2003). Esta interaccién ocurre
especificamente con el lipido PIP2 (Phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate), y parece
ser necesaria y fundamental para la funcion de las Septinas como barreras a la
difusién, puesto que al depletar de PIP2 la membrana plasmatica, se pierde el anillo
contractil formado por cde-10 en el cuello de yemacién en levaduras (Rodriguez-

Escudero y col., 2005), como también los filamentos formados por SEPT4 que regulan
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la citoquinesis en células de mamiferos (Zhang y col.,1999). Esta interaccion entre la
membrana plasmatica y el citoesqueleto de Septinas es bidireccional, va que PIP2
regula el ensamblaje de los filamentos de Septinas (Bertin y col., 2010), y a su vez los
filamentos de Septinas regulan la curvatura y morfologia de liposomas in vitro,
sugiriendo un rol para las Septinas en la morfogénesis cortical (Tanaka-Takiguchi, y
col., 2009; Bridges y Gladfelter, 2015). Si bien no se ha demostrado la interaccion
directa entre SEPT8 y la membrana plasmética, la secuencia poli-basica de interaccion
con PIP2 se encuentra en la regién conservada entre Septinas, lo que permite suponer
que la localizacién de EGFP-SEPTS8 en la region sub-cortical celular se debe a la
interaccién con la membrana plasmaética a fravés de este dominio poli-basico de
aminoacidos. Esta asociacién a membrana abre la posibilidad de que SEPT8 en
células mielinizantes funcione como una barrera a la difusién que restringa o regule la
movilizacién desde la mielina compacta hacia los canales citoplasmaticos, y viceversa.
En particular, se ha detectado en fibras nerviosas del nervio ciatico (SNP), la presencia
de SEPTS y otros miembros de las Septinas en células de Schwann, especificamente
en la regién adyacente al nodo de Ranvier y en las denominadas bandas de Cajal (ver
Buser y col., 2009 Figura 6F). Si SEPT8 se ubica en los /oops paranodales, podria
funcionar como barrera a la difusion subcortical, tal como la proteina MBP que impide
el paso de proteinas que posean un dominio citoplasmatico mayor a 20-30
aminoacidos, como Neurofscin-155, Tmem10 y MAG, desde el citoplasma del /foop
paranodal hacia la mielina compacta (Aggarwal y col., 2011b; Simons y col., 2012), Si
bien MBP y SEPT8 son proteinas citoplasmaticas, siguiendo este mecanismo podrian
regular la transicién de proteinas tanto de transmembrana como solubles desde un
compartimento a otro (Figura 15A). En otros canales citoplasmaticos, como las

incisuras de Schmidt-Lanterman o los foops citoplasmaticos interno y externo, existen
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uniones estrechas o “fight junctions”, conformados por la proteina claudin-19, que
actian como barreras a la difusion aislando a la mielina compacta de los canales
citoplasmaticos (Miyamoto y col., 2005; Simons y col., 2012). Ya que SEPT8
interactuaria con la membrana plasmatica en bandas de Cajal (Buser y col., 2009},
podria actuar como barrera a la difusién entre la mielina compacta y otros miembros de
los canales citoplasmaticos (Figura 15B). Finalmente, SEFT8 podria tener una
funcionalidad en la union axo-glial, donde existe una segregacién estereotipada de
componentes moleculares que definen las distintas regiones del axoplama: nodo,
paranodo, yuxtaparanodo e internodo (Pedraza y col., 2001). Donde los loops
paranodales se unen a la membrana axonal, se genera una barrera a la difusion
definida por la interaccion entre [a célula mielinizante y el axdn. Esta union axo-glial
esta formada por Caspr y contactin en el axén, y por Neurofascin-155 en la glia, y se
ha demostrado que en ausencia de Neurofascin-155 no se genera ni la adhesion
paranodal axo-glial, ni el complejo protéico caracteristico del nodo (Sherman y col.,
2005; Simons y col., 2012). SEPT8 en conjunto con otros miembros de las Septinas,
podria formar parte de esta barrera a la difusion, por ejemplo en la formacién de
clusters de proteinas, a través de la interaccion con la membrana axonal y con
miembros del citoesqueleto, puesto que la estructuracion de las Septinas en células de
Schwann depende del citoesqueleto de actina (Roth y col.,, 2013), con el que
interactian, al igual que con microtubulos (Kremer y col., 2005; Mavrakis y col., 2014}

(Figura 15C).
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Figura 15. Citoesqueleto de Septinas funciona como barrera a la difusion
manteniendo los dominios subcelulares en células mielinizantes. Esquema de
seccién longitudinal de un axén mielinizado en la region cercana al nodo, enmarcados
se muestran 3 posibles ubicaciones donde el citoesqueleto de Septinas podria estar




actuando como barrera a la difusién, manteniendo canales citoplasmaticos y mielina
compacta como dominios separados. Complejo de Septinas como barrera a la difusion:
entre: (A) mielina compacta y loops paranodales; (B) mielina compacta y canales
citoplasmaticos, tales como incisuras de Schmidt-Lanterman o bandas de Cajal en
SNP, aunque no se puede descartar que se cumpla la misma funcién en mesaxon
interno y/o externo; (C) paranodo y nodo de Ranvier, donde Septinas a fravés de su
interaccién con el citoesqueleto permitiria la segregacion de proteinas en el axolema
de la neurona mielinizada.

Purificacion de la proteina GST-SEPT8 recombinante

Se propuso clonar la secuencia del extremo C-terminal de SEPT8 con el fin de
expresar la proteina recombinante in vifro, para generar posteriormente un suero
inmunorreactivo especifico contra SEPT8. Este suero serfa utilizado para ensayos de
inmunohistoquimica e inmunocitoquimica acoplada a microscopia de fluorescencia. Sin
embargo no se obtuvo induccibn de la proteina de fusion GST-SEPT8 de
aproximadamente 43 kDa, al inducir con IPTG las bacterias transformadas. Se ha
documentado previamente que la expresion de Septinas en bacterias conlleva
rendimientos de expresion y purificacion de estas proteinas muy bajos, ya que la
Septinas recombinantes como mondmeros no son solubles y tienden a precipitar
(Sheffield y col., 2003; Souza y Barbosa, 2010). Una forma de solventar este problema
experimental es transformar bacterias con constructos bicistrénicos que codifiquen y
expresen mas de una Septina, puesto que al parecer [a solubilidad de las Septinas
recombinantes en el citoplasma requiere de la formacién de complejos hetero-
oligoméricos entre miembros de las familia de las Septinas (Sheffield y col., 2003).
Cabe destacar, que para el caso particular de SEPT8 solo se ha logrado expresar y

purificar la regién que comprende al dominio central conservado entre Septinas mas su
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dominio C-terminal variable (Souza y Barbosa, 2010), lo que abre la posibilidad que el
dominio central de las Septinas sea necesario para la estabilidad y solubilidad de
SEPT8 recombinante, puesto que en nuestras manos al expresar solo la regién C-
terminal de SEPTS8, no se observé expresién de [a protelna en bacterias siguiendo

distintos protocolos de induccion.

Las sepfinas, incluyendo a SEPT8, en su extremo C-terminal pueden poseer
secuencias repetidas de aminoacidos altamente hidrofébicos con tendencia a formar
estructuras del tipo coiled coif (Kartmann y Roth, 2001; Versele y Thorner, 2003). Se ha
descrito que péptidos o proteinas hidrofébicas (incluyendo a las de transmmembrana)
tienden a formar agregados de alto peso molecular, o cuerpos de inclusién al momento
de la lisis celular (Sagné y col., 1996; Lajmi y col., 2000). Una posibilidad es que
SEPTS no sea detectado luego de la induccién debido a que se generen agregados de
la proteina recombinante a pesos moleculares altos, o a que estos agregados no sean
solubilizados en el buffer de lisis. Finalmente, la no deteccion y/o no induccién de GST-
SEPT8 se puede deber a problemas de la técnica, por ejemplo, la expresion de
proteinas recombinanies en cultivo bacteriano de alta densidad puede generar la
pérdida del plasmido transformado, reduccion del pH y acceso limitado a oxigeno, lo
que resulta en una produccion de proteina baja o incluso nula (Sivashanmugam y col,,
2009). Una posible solucion a este problema seria realizar la induccion de la protefna
recombinante durante un menor tiempo, impidiendo asf que el cultivo bacteriano llegue
a saturacion. En adicion, altos niveles de expresion de proteinas recombinantes, no
solo pueden generar cuerpos de inclusion, sino que también pueden ser téxicos para
las bacterias (Laage y Langosch, 2001). Si este fuese el caso, una estandarizacion

acabada del protocolo de expresion e induccién de GST-SEPT8 en bacterias e. coli
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BL21 debiese ser llevada a cabo teniendo en cuenta estas consideraciones
experimentales, por ejemplo disminuyendo el tiempo de crecimiento bacteriano y de
induccion de expresion. Por otro lado, para evitar [a formacion de cuerpos de inclusion,
la extraccién de proteinas podria ser llevada a cabo utilizando buffers con una mayor
concentracion de sales que conllevaria un aumento en la fuerza iénica, o con una
mayor concentracién de detergentes que interferiria con la formacion de interacciones

hidrofobicas entre proteinas.

Expresion de SEPT8 en hipocampo, corteza y cerebelo

La sefial del ARNm de SEPT8 es detectada diferencialmente en distintas
regiones del hipocampo, corteza y cerebelo, lo que permite suponer que la expresion
de SEPT8 regula la mielinizacion o la funcion neuronal solo de determinadas
proyecciones o areas anatémicas. En el hipocampo adulto existen fibras mielinizadas
en las mismas regiones donde se observd expresién de SEPT8 (Arnold y Trojanowski,
1996; Meier y col., 2004), sin embargo también estd densamente poblado por axones
no mielinizados, delgados y muy ramificados, que forman sinapsis en passant a lo
largo de su extension (Palani y col., 2010). Practicamente la totalidad de la seial de
SEPT8 en el hipocampo es detectada a lo largo de fibras, viéndose excluida de
cuerpos celulares, potenciando la idea de que SEPT8 se podria traducir asociado a la

mielina, y no en el soma del oligodendrocito.

La presencia de tractos mielinizados en la corteza de mamiferos es
heterogénea, donde regiones con relativa baja densidad neuronal y bajo contenido de
mielina se caracterizan por poseer neuronas con arboles dendriticos mas ramificados,

somas de mayor tamafio y mayor densidad de espinas dendriticas {Glasser y van
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Essen, 2011). Concordante con esto, neuronas individuales poseen distintos perfiles de
mielinizacién en la corteza, que definen las propiedades fisiolégicas intrinsecas de
cada axén mielinizado (Tomassy y col., 2014). Con esto en consideracion, el fendmeno
de mielinizacion cortical en el que participa SEPT8, podria definir las propiedades de
cada uno de los axones mielinizados en las regiones analizadas, permitiendo asi
otorgar heterogeneidad funcional a la poblacién de neuronas corticales. En mamiferos
se ha descrito al cuerpo calloso como un tracto de materia blanca, el que se compone
de fibras nerviosas mielinizadas y de células gliales con sus somas ubicados de
manera dispersa a lo largo de esta estructura (Peters y Sethares, 2002 ; Hofer y
Frahm, 2006). Aparentemente en las regiones analizadas en este trabajo, el cuerpo
calloso no se conecta con el hemisferio contralateral, y las fibras positivas para SEPT8
proyectan de tal manera que pasan por la corteza retrosplenial (RSC), por lo que no se
puede determinar si estas prolongaciones contactan biancos especificos en esta region
cortical o si cruzan hacia el hemisferio cortical complementario. El patrén punteado de
la sefial de SEPT8 en la corteza refrosplenial podria comesponder a terminales
presinapticos, puesto que se ha descrito que [as Septinas participan de exocitosis de
neurotransmisores (Xue y col., 2004; Tsang y col., 2008). Esta observacion apoyaria la
hipotesis de la traduccién local de proteinas, incluida SEPTS, en regiones distales del
axén. Finalmente, es importante considerar que la gran mayoria de las fibras positivas
para SEPT8 cruzan longitudinalmente la corteza, siguiendo el mismo patron que las
interneuronas inhibitorias GABAérgicas corticales que poseen axones mielinizados
(Thomson y Banister, 2003), abriendo la posibilidad de que SEPT8 participe en la

mielinizacién de axones neuroquimicamente inhibitorios.
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Se ha descrito que la mielinizacién dependiente de oligodendrocitos es
fundamental para el normal desarrollo de la citoarquitectura del cerebelo (Mathis y col.,
2003). La anatomia de la corteza cerebelar destaca por la presencia de un grupo de
neuronas llamadas células de Purkinje, que son consideradas como la unidad
computaciona.I del cerebelo ya que integran hasta 150.000 inputs sinapticos para
posteriormente producir un tnico oufput (Dizon y Khodakhah, 2011). Los somas de las
células de Purkinje se ubican en la denominada capa de células de Purkinie, de donde
emerge el arbol dendritico de esta neuronas que se ubica en la capa molecular, y los
axones que proyectan hacia la capa granular (Voogd y Glickstein, 1998; Ramnani,
2006). Los axones de las células de Purkinje son mielinizados durante etapas post-
natales, donde las primeras fibras mielinizantes aparecen entre los dias P10y P12 del
desarrollo del ratén (Gianola y col., 2003). Considerando que los andlisis de hibridacion
in situ fueron realizados sobre tejido proveniente de animales adultos, las fibras
positivas para SEPT8 observadas en la capa granular podrian corresponder a tractos
axonales mielinizados de las células de Purkinje. La ausencia de SEPT8 en la capa de
células de Purkinje se debe a que en esta region solo existen somas celulares, y al
parecer la traduccién de SEPT8 ocurrirfa asociada a la vaina de mielina. Finalmente,
en la capa molecular se encuentran las dendritas de las células e Purkinje, las que son
contactadas por delgados axones mielinizados provenientes de las células granulares
{(Wyatt y col., 2005). Estos axones mielinizados también son positivos para SEPTS, lo
que hace suponer algiin rol para esta proteina en el establecimiento y mantencion de la

mielina en esta regién.

Si bien, la deteccion de mielina través de inmunchistoquimica se lleva a cabo

utilizando anticuerpos contra algun componente de esta, como MBP, o a través de
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tincién citolégica utilizando las tinciones de Black-Gold o Sudan-Black por ejemplo, la
distribucion de la sefial del ARNm de SEPT8 es muy similar al patrén observado para
fibras mielinizadas en distintas regiones del cerebro (ver Meier y col., 2004 Figura 1y
Tomassy y col., 2014 Figura 4A), lo que permite afirmar que lo que observamos es

localizacion de SEPT8 asociada a mielina y no una observacién artefactual.
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CONCLUSIONES

« Se generaron partidores que amplifican especificamente la region codificante
para el extremo C-terminal de SEPT8, que permiten distinguir a esta proteina del

resto de las Septinas.

s Mediante RT-PCR utilizando los partidores disefiados, se determiné que el
ARNm de SEPTS se expresa en SNC y SNP durante estadio aduito, etapa en la
que existen altos niveles de mielinizacién, sugiriendo que SEPTS8 participarfa en la
formacién y/o mantencion de la estructura de la vaina de mielina. Se valida el uso
de partidores que amplifiquen regiones especificas en la secuencia nucleotidica

como método para detectar expresion diferencial de Septinas.

e ElI ARNm de SEPT8 es detectado en distintas regiones de cerebro (corteza,
hipocampo y cerebelo) y en nervio ciatico, aparentemente asociado a fibras
mielinizadas. Esto, sumado al hecho de que SEPT8 no se detecta en somas
celulares, permite proponer que la traduccién de SEPT8 ocurriria asociada a la
mielina al igual que en el caso de la proteina basica de la mielina (MBP), o al axon

mielinizado.

¢ Se clond el vector EGFP-SEPTS, y la expresion de la proteina de fusion en
células mielinizantes TC620 es aparentemente asociada a membrana plasmatica.
Esto sustenta la hipotesis de que SEPT8 formaria parte del citoesqueleto de

Septinas que funciona como barrera a la difusién en regiones adyacentes a la
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membrana plasmatica, manteniendo asi los subdominios en células mielinizantes:

la mielina compacta y los canales citoplasmaticos.

e Se clono el vector codificante para GST-SEPTS, con el propésito de purificar la
proteina de fusién desde bacterias. Sin embargo, no se logré inducir o detectar la
expresién de la proteina recombinante, probablemente a que debido a sus
propiedades fisicoquimicas, SEPT8 haya formado agregados o cuerpos de

inclusion, tal como se ha descrito ocurre con otros miembros de las Septinas.
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