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Resum

La regulacié local de la sintesi proteica permet a la neurona respondre rapidament a
senyals sinaptiques, és un element fonamental de la plasticitat sinaptica i esta alterat
en moltes patologies neuronals. La sintesi de moltes proteines sinaptiques és un
procés regulat de forma local, mitjancant estructures conegudes com a granuls d’RNA.
La creaci6 i transport d’aquests granuls i la traduccié dels mMRNAs que contenen sén
processos regulats amb una alta resolucié espacial i temporal.

Al primer capitol d’aquesta tesi s’estudia la retencié d’'introns en mRNAs transportats a
dendrites. La retencio intronica és un tipus d’splicing alternatiu molt poc estudiat, pero
del qual s’estan descobrint casos recentment. Estudis d’altres laboratoris troben
diversos introns retinguts a mMRNAs localitzats a dendrites, i molts d’aquests
esdeveniments de retencid intronica tenen una funcié al transport i control de la
traduccid dmRNAs. En el present treball s’estudia la retencié de l'intr6 16 a ImRNA
madur de CaMKIlla. Aquesta nova isoforma d’splicing es troba al citoplasma de les
neurones, sent detectada a dendrites, granuls d’RNA i sinaptoneurosomes de cervell i
cultius neuronals. Aquesta subpoblaci®6 dmRNAs amb [lintr6 16 es localitza
preferencialment a zones distals de les dendrites de forma dependent d’activitat
sinaptica. Staufen2, proteina relacionada amb el transport d'mRNAs, interacciona amb
I'intr6 16 i estabilitza 'mRNA que el conté. Aquesta isoforma de CaMKIlla que conté
I'intré 16 participa en el transport de les isoformes completament processades per
splicing.

El segon capitol d’aquesta tesi estudia KIS. Aquesta proteina interacciona amb
Stathmin, un modulador del citoesquelet de tubulina. A més, estudis preliminars van
trobar KIS a granuls d’'RNA i estimulant la traduccié en neurites a través del 3’'UTR de
B-actina. En el present treball s’exploren els mecanismes fisioldgics i moleculars pels
quals KIS afecta la plasticitat sinaptica a neurones hipocampals i corticals. La
disminucié dels nivells de KIS compromet el desenvolupament de les espines
dendritiques, altera les dinamiques del citoesquelet d’actina i disminueix la capacitat
de resposta postsinaptica. L’'abséncia de KIS produeix una disminuci6 significativa als
nivells de les subunitats de receptor AMPA GIuR1 i GIuR2, i de la proteina
d’assemblatge PSD-95. Aquesta disminucio és depenent de la preséncia del repressor
traduccional CPEB3, KIS és capag¢ de modular I'accié de CPEB3 sobre la creacié de
protrusions i la traducci6 de 'mRNA de GIuR2. A nivell molecular, KIS interacciona
amb CPEB3 i provoca la seva dissociacié de 'mRNA, permetent la seva poliadenilaci6
i traduccid. El nostre estudi aporta aixi nova informacié sobre els mecanismes de
control de la traducci6 dmRNAs i de les dinamiques del citoesquelet d’actina, en el
context de la plasticitat sinaptica.
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Resumen

La regulacion local de sintesis proteica permite a la neurona responder rapidamente a
sefales sinapticas, es un elemento fundamental en la plasticidad sindptica y esta
alterado en muchas patologias neuronales. La sintesis de muchas proteinas sinapticas
es un proceso regulado de manera local, mediante estructuras conocidas como
granulos de RNA. La creacion y transporte de estos granulos y la traduccién de los
MRNAs que contienen son procesos regulados con alta resolucién espacial y
temporal.

En el primer capitulo de esta tesis se estudia la retencion de intrones en mRNAs
transportados a dendritas. La retencién intronica es un tipo d'splicing alternativo poco
estudiado, pero del que se estan descubriendo nuevos casos recientemente. Estudios
de otros laboratorios encuentran diversos intrones retenidos en mRNAs localizados en
dendritas, y muchos de estos acontecimientos de retencidn intronica tienen una
funcion en el transporte y control de la traduccién de mRNAs. En el presente trabajo se
estudia la retencion del intron 16 en el mMRNA maduro de CaMKlla. Esta nueva
isoforma d'splicing se encuentra en el citoplasma de las neuronas, siendo detectada
en dendritas, granulos de RNA y sinaptoneurosomas de cerebro y de cultivos
neuronales. Esta subpoblacion de mMRNAs con el intron 16 se localiza
preferencialmente en zonas distales de las dendritas, de forma dependiente de
actividad sinaptica. Staufen2, proteina relacionada con el transporte de mRNAs,
interacciona con el intrén 16 y estabiliza el mMRNA que lo contiene. Esta isoforma de
CaMKlla que contiene el intrén 16 participa en el transporte de las isoformas
completamente procesadas por splicing.

En el segundo capitulo de esta tesis se estudia KIS. Esta proteina interacciona con
Stathmin, un modulador del citoesqueleto de tubulina. Ademas, estudios preliminares
encontraron KIS en los granulos de RNA y estimulando la traduccion en dendritas a
través del 3'URT de B-actina. En el presente trabajo se exploran los mecanismos
fisiolégicos y moleculares por los que KIS afecta a la plasticidad sinaptica en neuronas
hipocampales y corticales. La disminucion en los niveles de KIS compromete el
desarrollo de las espinas dendriticas, altera las dinamicas del citoesqueleto de actina y
disminuye la capacidad de respuesta postsinaptica. La ausencia de KIS produce una
disminucion significativa de los niveles de las subunidades de receptor AMPA GIuR1 y
GluR2, y de la proteina de ensamblaje PSD-95. Esta disminucion es dependiente de la
presencia del represor traduccional CPEB3. KIS es capaz de modular la accion de
CPEB3 sobre la creacion de protrusiones y la traduccién del mRNA de GIuR2. A nivel
molecular, KIS interacciona con CPEB3 y promueve su disociacion del mRNA,
permitiendo su poliadenilacion y traduccion. Nuestro estudio aporta asi nueva
informacion sobre los mecanismos de control de la traduccién de mRNAs y de las
dinamicas del citoesqueleto de actina, en el contexto de la plasticidad sinaptica.
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Summary

Local regulation of protein synthesis allows neurons to rapidly alter the proteome in
response to synaptic signals, an essential mechanism in synaptic plasticity that is
altered in many neurological diseases. Synthesis of many synaptic proteins is under
local control and much of this regulation occurs through structures termed RNA
granules. Creation, transport, and translation of mMRNAs contained in RNA granules are
processes regulated with high spatial and temporal resolution.

In the first chapter of this doctoral thesis, we study intron retention in mMRNAs
transported to dendrites. Intron retention is a type of alternative splicing poorly studied,
but recently new events are being discovered. Studies from other laboratories show
lots of introns retained in MRNAS localized in dendrites, and some of those retentions
are related to mRNA transport and translation control. In the present work, we study
the retention of intron 16 in CaMKl/la mature mRNA. This new splicing isoform is
transported from nuclei to neuron cytoplasm, and its found in dendrites, RNA granules
and sinaptoneurosomes from brain and cortical cultures. This mMRNA subpopulation
containing intron 16 is localized preferentially in distal dendrites, in a synaptic activity
dependent manner. Staufen2, a well-known protein related with mRNA transport,
interacts with intron 16 and stabilizes the mRNA that retains it. Intron 16 containing
CaMKlla isoform participates in the transport of totally spliced CaMKlla mRNAs.

In the second chapter we study KIS. This protein interacts with Stathmin, a known
modulator of microtubules. Preliminary studies found KIS in RNA granules stimulating
translation in dendrites through B-actin 3’'UTR. In the present work, we explore the
fisiological and molecular mechanism by whitch KIS affects synaptic plasticity in
hippocampal and cortical neurons. Decreasing KIS levels compromises dendritic
spines development, alters actin cytosqueleton dynamics and diminish postsynaptic
responsiveness. The absence of KIS promotes a significant decrease in the levels of
AMPA subunits GIuR1 and GIluR2, and in scaffolding protein PSD-95. This decrease
depends on the presence of translational repressor CPEB3. KIS modulates CPEB3
repression on protrusion and GIuR2 mRNA translation. At the molecular level, KIS
interacts with CPEB3 and promotes its dissociation from mRNA, allowing its
polyadenylation and translation. Our study provides insight into mRNA translation
control mechanism and cytosqueletal dynamics in the context of synaptic plasticity.
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Una fraccié de ’'mRNA de CaMKIla reté I'intr6é 16
| €és estabilitzada per Staufen2
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Introduccid

1. Introns i splicing

Tot i que fa més de trenta anys del descobriment dels introns *? es coneix molt poc de
les seves funcions. El fet que les seqiéncies d'RNA que codifiquen per a proteina
(exons) estiguin interrompudes per introns representa un cost material i energetic
enorme per a les cél-lules eucariotes, a més, defectes en el procés d'splicing poden
causar malalties 3. Per tant, la seva preséncia i manteniment durant I'evolucié ha de
comportar avantatges compensatoris.

S'han demostrat diverses funcions contingudes als mateixos introns. A nivell de DNA,
els introns poden contenir seqiiéncies derivades de transposons que funcionen com a
promotors de RNA polimerasa I, de forma que un intré pot iniciar la transcripcié de
ncRNA independentment de I'activitat del promotor del gen *. L'UGs que fa la cél-lula
d'aguests ncRNA transcrits des d'introns també ha estat estudiat, el fet de compartir
locus genodmic amb el transcrit que prové del promotor normal del gen fa que l'estat de
la cromatina, i per tant de part de la regulacié transcripcional, estigui compartida entre
I'mRNA i el ncRNA. Aguest fet és (til si la funcié del ncRNA recau sobre el mateix gen
que el conté. Per exemple, s'ha demostrat la funcié de ncRNA intronics sobre el patré
d'splicing o sobre l'estabilitat de 'mRNA del mateix gen *>® o fins i tot sobre la seva
traduccié ’. Els introns també poden funcionar com a fons alternatives de miRNA, els
anomenats mirtrons poden tenir vies de sintesi diferents de les canoniques, i son
produits a partir de I'intré un cop aquest ha sigut escindit de 'RNA per splicing 8.

Tot i les funcions que exerceixen per si mateixos, el proposit més obvi i estudiat dels
introns és diversificar el proteoma. Mitjanant splicing alternatiu un mateix gen pot donar
lloc a multitud dmRNAs madurs diferents, codificant per a proteines amb funcions
variables °. Aquest mecanisme s'associa a diferents funcions especifiques a diferents
teixits, codificades pel mateix gen amb diferent patré d'splicing, i és tan important que
succeeix virtualment a tots els gens que tenen més d'un ex6 *°. Existeixen miiltiples
tipus d'splicing alternatiu, tots ells es basen en el manteniment o I'exclusié de
sequencies presents al pre-mRNA durant el seu processament, donant lloc a varietat
d'mRNA madurs . Aquesta seleccid de seqiiéncies no només afecta la part de
I'mRNA que codificara per proteina, sin6 que també pot afectar les regions no
traduides a 3' 0 5' (3' 0 5' UTR, de les seves sigles en anglés UnTranslated Regions).
D'aquesta manera I'splicing alternatiu no només diversifica el proteoma, sind també el
control de la seva expressié espaciotemporal ***3. L’splicing alternatiu succeeix a tots
els teixits, pero esta especialment estés al sistema nervids, a més, els casos d'splicing
detectats a aquests teixits estan més conservats que en altres, suggerint que
participen en processos importants .

2. Retencié intronica

En descobrir la preséncia d'introns als gens eucariotes, el fet que la seva eliminacié
pogués no ser cent per cent eficient es va hipotetitzar de seguida *°>. Aquest fenomen,
conegut com a retencid intronica, succeeix quan un intr es transcriu en el context d'un
pre-mRNA pero durant el procés d'splicing no és reconegut com a intré, i per tant
roman a 'mRNA madur, sigui 0 no exportat al citoplasma. Investigacions recents
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apunten al fet que la retencié d'introns succeeix a molts transcrits ***’, tot i aix0, és un

camp d'estudi molt recent i hi ha pocs casos en qué es conegui la funcié de lintro
retés. Actualment s'estudia activament i moltes hipotesis interessants s’estan
investigant en paral-lel (per a revisions, Buckley et al. 2014; Wong et al. 2016).

2.1. Splicing extranuclear

Fa més d'una década, es va demostrar que les plaquetes acumulen durant la seva
formacié transcrits de IL1b que retenen un intré. Les plaquetes es formen per
gemmacio i no tenen nucli, tot i aixi s6n capaces de processar l'intr0 retés a I'mRNA de
IL1b quan reben un estimul, donant lloc a I'mRNA canonic de IL1b i a la proteina
sencera i funcional .

Excepte aquest cas en cél-lules anucleades, les evidéncies per a la capacitat de dur a
terme splicing fora del nucli s6n escasses i molt discutides. Tot i aix0, a cel-lules molt
grans i polaritzades com les neurones, la possibilitat de retenir introns i generar
diferents especies dmRNA madur a les dendrites en resposta a diferents estimuls
locals té beneficis obvis i aportaria a les neurones flexibilitat i capacitat de resposta
localitzada. L'evidencia més forta en aquest sentit prové de la demostracié de la
capacitat d'splicing de dendrites aillades del seu cos cel-lular i transfectades amb
mRNAs reporters que contenien un intré6 #. Aquest estudi demostrava també la
preséncia de factors d'splicing a les dendrites de neurones, i la seva capacitat de
processar i traduir a proteina un mRNA amb un intré retés.

Estudis més recents han analitzat la preséncia de components d'un subtipus
d'spliceosoma fora del nucli. Els introns processats per aquest spliceosoma
representen aproximadament un 0.3% del total d'introns, i I'estudi argumenta que, en
contraposicié al grup majoritari d'introns, aquests serien processats al citoplasma .
Aquesta possibilitat contra el dogma de I'splicing cotranscripcional i nuclear ha estat
qiestionada #*%. Tot i aixi, la possibilitat d'un mecanisme alternatiu d'splicing
citoplasmatic roman oberta.

2.2. Control post-transcripcional dels nivells d'mRNA

Es coneixen multitud d'exemples sobre la regulacié de I'expressio de gens a nivell
transcripcional, es pot argumentar que €s la principal via de qué disposa la cel-lula per
controlar els nivells dels diferents mRNAs. Tot i aix0, diversos aspectes del desti dels
transcrits son regulats a nivell post-transcripcional. Com s'ha comentat, els UTRs dels
MRNAs contenen informacié que afectara no nomeés I'expressio espaciotemporal dels
MRNAs que els contenen, sind també la seva estabilitat. Recentment s'ha descobert
gue la retencié intronica també pot jugar un paper controlant I'expressio gels gens que
els contenen de diferents maneres.

En el procés de diferenciacié neuronal, per exemple, la proteina PTBP1 s'expressa a
nivells alts en cél-lules mare neuronals i molt poc a neurones diferenciades. Diversos
estudis han comprovat l'efecte de PTBP1 sobre gens importants per a la pre i
postsinapsis ?"?®. PTBP1 promou la retencié de determinats introns, particularment
d'aquells situats al 3' dels gens importants per a les neurones madures. D'aquesta
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manera, PTBP1 i la retencio intronica que genera regulen post-transcripcionalment
I'expressié de proteines a estadis de la diferenciacié on encara no s6n necessaries.

A banda del context de diferenciacié neuronal, la retencié intronica s'ha demostrat
recentment important per a permetre a la neurona madura modular rapidament els
nivells d'expressio de diversos gens en resposta a estimuls. Les ratios de transcripcio
de la RNA polimerasa Il sén d’1-4 Kb / minut, i molts gens, especialment neuronals,
tenen més de 100 kb. El rapid canvi en expressié génica en resposta a estimuls %%,
ha de partir llavors d'algun tipus de reservori. Estudis recents * demostren que gran
guantitat d'introns sén retinguts a mMRNAs madurs i segrestats al nucli, formant un
diposit que, gracies a la rapida cinética de I'splicing, respon molt més rapid a estimuls
gue la transcripci6. Arribat el moment, I'intr6 es processa i 'mRNA madur s'allibera al
citoplasma.

2.3. Afectacio de lafuncio6 del gen que reté l'intré

Hi ha evidéncies disperses pero concloents que alguns introns, retinguts a 'mRNA
madur, poden ser exportats al citoplasma i afectar la funcié del gen que els codifica. El
gen de canal de potassi activat per calci KCNMAL té moltes isoformes d'splicing,
algunes de les quals inclouen I'ex6 anomenat "STREX", d'aquestes, un ~20% retenen
un intré i son exportades al citoplasma de la cél-lula. Quan els nivells de la isoforma
gue reté l'intrdé disminueixen via transfeccié d'un siRNA que hibrida amb la seqiéncia
intronica, la quantitat total de proteina que conté el casset "STREX" baixa més d'un
60%, sobretot a les dendrites de les neurones. Agquesta baixada també afecta a la
resposta electrofisiologica de la cél-lula *?. El fet que eliminar un 20% de les molécules
d’'mRNA afecti un 60% de la proteina total, i que aquest efecte estigui concentrat a les
dendrites, apunta que l'intré retés té un efecte sobre la poblacié total d'mRNAs, no
només sobre les molécules que el contenen. Aquests resultats quadrarien amb una
funcié de lintré retés similar a les que tenen els ncRNAs que s'han descrit
anteriorment.

Un cas similar afecta el gen BK(Ca), que també reté un intr6 a I'mRNA madur
d'algunes de les seves isoformes, representant un 10% de les molécules d'mRNA
totals. Com al cas anterior, la transfeccié d'un siRNA contra l'intr6 retés afecta als
nivells de proteina total. Es interessant que aquesta afectacié és encara més important
a les espines dendritiques, arribant a una reduccié del 50% de la colocalitacié de
BK(Ca) amb un marcador d'espines *. Aquesta forta reduccié provocada per la
inhibicié de només un 10% de I'mRNA torna a suggerir una funcié de l'intr6 retés sobre
la resta de mRNAS, actuant com a ncRNA.

A un tercer estudi es proposa un mecanisme meés general que podria explicar els
resultats anteriors, en que una fracci6 dmRNA que reté un intr6 afecta una poblacio
molt més gran d'mRNAs totalment processats **. Analitzant els introns que troben
retinguts al citoplasma identifiquen elements ID, un tipus de sequeéncies curtes i
repetides provinents de retrotransposons, els SINEs *°. Fusionant aquests elements ID
a gens reporters i transfectant-los a neurones troben que soén suficients per localitzar a
dendrites els mRNAs als que estan fusionats. La sobreexpressio d'aquests elements
ID no només provoca la seva localitzaci6 a dendrites, sind que competeix amb la
localitzaci6 dels introns retinguts endogens de manera peculiar. Aixi, la sobreexpressio
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de I'ID element de l'intr6 de CaMKIIB impedeix la localitzacié de 'mRNA que reté l'intrd
de CaMKIIB i de FMR1, demostrant que algunes de les vies de transports d'aquests
elements ID so6n compartides entre diversos introns. Altres, en canvi, son meés
especifiques, ja que la sobreexpressio dels elements ID trobats als introns retinguts
dels gens GABRG o GRIK1 localitzaven a dendrites els seus mRNAs, perd0 no
competien amb la localitzacié dels mRNAs intronics endogens de CaMKIIB ni de
FRML1.

2.4. Diversificacio del proteoma lligat a control de I'expressié

En general, I'splicing alternatiu és una manera de diversificar el proteoma, pero les
cél-lules també l'utilitzen per controlar els nivells d'expressié de molts gens. Agquests
mecanismes sén especialment importants a I'hora de regular gens relacionats amb
I'splicing *® perd succeeix a molts mRNAs de diferents families. El mecanisme utilitzat
es basa en la inclusi6 o exclusié d'un exd que contingui un codd de terminacio
prematur (PTC, de l'anglés Premature Termination Codon). Les cél-lules tenen un
mecanisme, anomenat NMD (Nonsense-Mediated decay) pel qual, després de la
primera ronda de traduccid, si hi ha una unié ex6-ex6 després del codd de terminacio,
I'mRNA és degradat rapidament per evitar la produccié de proteines truncades,
potencialment deletéries per la cél-lula *’.

En descobrir-se aquest mecanisme es va pensar que consistia exclusivament en un
sistema de seguretat, que evitava traduir proteines provinents d'mRNAs amb errors.
Perd cada cop hi ha més evidéncies de I'is de I'NMD com a control de I'expressio de
gens, o com a mecanisme de control de la quantitat de proteines que s'obtindran d'un
MRNA donat, ja que I'NMD permet una primera ronda de traducci6 abans de la
degradacié *. Si lintr6 conté codons de terminacid i 'mRNA té unions exé-exd
downstream de l'intr6 retingut, aquest mRNA traduira una proteina truncada i
seguidament es degradara. Aquesta retencid intronica lligada a 'NMD s'ha observat

com a mecanisme de degradaciéo d'mRNAs que ja no eren necessaris per a la cel-lula
39

Més interessant encara, hi ha evidencies de I's de retencid intronica per a expressar
variants proteigques que fan falta a una finestra de temps molt curta. Recentment s'ha
demostrat que el gen Robo3 expressa la forma amb I'splicing acabat (Robo3.1) i una
isoforma que reté el pendltim intré (Robo3.2) *°. Robo3.1 és un receptor de membrana
expressat a la punta de l'axd neuronal, promovent atraccid envers proteines
senyalitzadores extracel-lulars **. Es molt important per guiar el creixement de l'ax6
perqué sigui capac de creuar la midline, perd, un cop creuada, I'axé ha de sentir
repulsio envers mateixa midline per tal de poder seguir avangant i no retrocedir. L'intré
retingut a 'mRNA de robo3.2 silencia la seva propia traduccié6 fins que rep els estimuls
propis de la midline. Un cop traduit, genera la mateixa proteina que robo3.1 perdo amb
una part intracel-lular més curta, provocant repulsié en comptes d'atraccio.

El fet que lintré retingut a Robo3.2 silencii la seva propia traduccid fins que l'axé
travessa la midline, unit al fet que aquest mRNA es traduira poques vegades, permet a
la cél-lula elaborar una resposta a una finestra espaciotemporal molt concreta. Aqui
veiem un cas de retenci6 intronica en que l'intré silencia la traducci6, codifica per una

16



Introduccié |

proteina amb funcié oposada a I'expressada per 'mRNA sense intrd, i promou un
control estricte dels nivells d'expressio d'aquesta proteina.

Un cas similar afecta el principal exportador d’mRNAs del nucli al citosol, la proteina
Tap (codificada pel gen Nxfl). L'intr6 10 d’'Nxfl es reté i conté un CTE (de I'anglés,
Constitutive Transport Element), que és reconegut per la mateixa proteina Tap,
exportant aixi 'mRNA amb lintré retingut al citoplasma. Tot i que en aquest cas no
s’ha estudiat el fenomen en profunditat, la disposicié de I'intré retingut i el fet que la
resta d’introns es processen de manera normal fa pensar que els seus nivells al
citoplasma també es regulen per NMD *?. Temps després d’aquest estudi, es va
descobrir que a neurones hipocampals i corticals, la proteina truncada resultant de
I'mRNA de Nxfl que reté l'intr6 10 (anomenada sNxfl) esta molt expressada a nucli i
dendrites neuronals, colocalitzant amb marcadors de granuls d’'RNA com Staufen2. A
més, actua com a cofactor de la proteina sencera Nxf1, sent capag de substituir el seu

cofactor canonic, Nxtl, modulant en positiu I'expressié6 d'mRNAs que contenen CTEs
43

Com s’ha explicat per alguns ncRNAs a l'apartat “introns i splicing” la cél-lula aprofita
el mateix locus genomic per transcriure una proteina i el seu cofactor, regulant només
la retencio intronica, en comptes d’haver de regular dues unitats transcripcionals
separades. A mes, el fet de retenir I'intré trunca la proteina, convertint-la en un
cofactor, i converteix 'mRNA en candidat per a degradacié via NMD, modulant
efectivament els seus nivells.

Degradaci6é per Nonsense Mediated Decay

R IR §
[ | T JAAAAA
: ‘ IR
7 . i - JAAAAA
Bs
Noves isoformes de Splicing extranuclear
ﬁ proteina o ncRNA
I
pre-mRNA 5 Cap AAAAA poly-A tail
[] exon intron
O spliceosome Q lariat
m» premature nonsense-
erc An =¥ termination Smediated
T e e [ JAAAAA codon decay
IR IR > X
Segrest i degradaci6 / acumulacié nuclear IR__intron retention

Figura 1. Possibles funcions demostrades per introns retinguts a 'mRNA
Imatge extreta i adaptada de Wong JJ., et al. 2016.
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3. Transport a dendrites i control de la traduccié d'mRNAs

El 1982 es van descobrir poliribosomes a les dendrites *, i més endavant el 1987 es
va demostrar que I'RNA es transportava a les dendrites a neurones hipocampals en
cultiu *°. Aquest transport dmRNA té conseqiiéncies a nivell fisioldgic, essent
fonamental per al desenvolupament neuronal embrionari *°, creixement de neurites *' i
plasticitat sinaptica .

Diferents estudis han trobat molts mRNAs localitzats a les dendrites cel-lulars, com
MAP2, CaMKlla, Arc, Shankl-3, SAPAP3, i molts altres *°*>* Més recentment,
técniques d'aillament i sequenciacié en massa d'mRNA de dendrites separades del
soma cel-lular, aixi com hibridacions in situ fluorescents d'alta resolucié han permés
identificar i validar la preséncia de ~2500 transcrits diferents a les dendrites i axons de
neurones hipocampals *°. El fet que una varietat tan gran de mRNAs siguin
transportats a dendrites implica una maquinaria de transport i localitzacio
especialitzada, aixi com mecanismes dedicats de control de la traduccié d'aguests
MRNAs. Experiments similars van demostrar també la preséncia d'introns retinguts a
un percentatge significativament alt dels gens pels quals es troben mMRNAs a dendrites
(~50%) °°, suggerint que els MRNAs amb introns retinguts juguen un paper important o
bé en el transport dmRNASs o bé en la regulacio local del proteoma neuronal.

3.1. Elements en CIS

El propi mRNA afecta la definicid del seu lloc de transport i traduccié, a la seva
sequéncia de nucledtids un mRNA pot contenir informacié important per al seu desti.
Normalment, aquests elements de localitzacié (LE, Localization Element) estan situats
al 3UTR. Tot i que es coneixen multitud d'MmRNAs transportats a dendrites,
caracteritzar un LE és molt dificil, i les aproximacions moltes vegades no sén prou
properes al context real in vivo. Per exemple, el 3UTR de CaMKlla esta molt estudiat, i
s’ha demostrat necessari per a la seva localitzacié a dendrites, pero diferents estudis
troben diferents LE, i els resultats in vitro no sempre concorden amb els in vivo >,

Aix0 pot ser degut a les aproximacions utilitzades per a demostrar la competéncia dels
LE, que acostumen a basar-se en gens reporters fusionats a la seqiiéncia que es vol
analitzar. La limitacié principal d’aquesta técnica és que aquests gens reporters es
processen de forma molt diferent dels gens endogens. Els mRNAs passen per un
processament molt complex des que son transcrits fins que surten del nucli, el seu
desti subcel-lular es comenga a definir abans de I'exportacio al citoplasma °*. Durant el
procés d'splicing no només s’eliminen els introns, siné6 que complexos proteics s6n
dipositats a les unions exd-exd, i acompanyaran 'mRNA fins que es tradueixi ®*. Per al
gen de Drosophila melanogaster Oskar, s’ha demostrat que el seu processament
nuclear afecta la seva localitzacié al citoplasma ®.

Un altre exemple paradigmatic de la complexitat del transport a dendrites és el ncRNA
BC1 (Brain Cytoplasmatic RNA 1), que és capag¢ de localitzar-se a dendrites neuronals
i t¢ una funcié important com a modulador local de la traduccid ®, perdo quan es
fusiona a 3'UTR de diferents gens utilitzats com a reporters, no els hi aporta
localitzacié dendritica. .
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Una altra part de la dificultat associada a la descripci6 de LE és que poden ser
reconeguts per les proteines efectores de diverses maneres diferents. Algunes
proteines d’unié a RNA necessiten una sequéncia determinada de bases en mRNA de
cadena senzilla, un exemple és 'mRNA de MBP, conté dos LEs curts, d’11 nucleotids
al 3UTR que sén anomenats A2RE (de l'anglés, A2 Response Elements), ja que
uneixen la proteina hnRNPA2. S6n necessaris i suficients per localitzar mRNA de
MBP a les prolongacions dels oligodendrocits °"°®. El cas del A2RE és més aviat una
excepcio, la complexitat dels LE és tal que encara no hi ha un métode establert per
trobar sequiéncies consens d'unioé per a cada proteina d’'unié a RNA, cada cas ha de
ser avaluat experimentalment.

En general, les proteines d’'unié a RNA poden recongéixer una seqiéncia de nucleotids,
l'estructura secundaria que formen, o una combinacid daquests dos factors,
necessitant una sequéncia determinada formant una estructura en concret. Els RNAs
poden generar estructures per hibridacié6 Watson-Crick, i moltes proteines uneixen
RNA via dominis d’'unié a RNA de doble cadena. S’han descrit diverses estructures, un
exemple sén els G-quadruplets, que estan presents al 3UTR de molts mRNAs.
Uneixen proteines d’'uni6 a mRNA com FMRP i estan relacionats amb la localitzacié de
multitud de transcrits ®-%°. Perd estructures definides com els G-quadruplets no sén la
norma, a la gran majoria dels casos és molt dificil trobar la seqliéncia o estructura
diana d’'una proteina d’'uni6 a RNA de doble cadena, i I'inica manera és utilitzar
estratégies de crosslinking i seqtienciacio ™.

Una tercera possibilitat és que el LE estigui format per una estructura secundaria, com
s'ha explicat anteriorment, perd que aquesta estigui formada per la hibridacié entre
dues molécules d'mRNA diferents. Per definicid, les seqiéncies dmRNA que poden
formar estructures secundaries per hibridacié intramolecular també les poden formar
per hibridacié intermolecular. Tot i el fet que, en dendrites, els transcrits semblen
viatjar majoritariament en granuls que contenen una sola molécula d'mRNA ", aquest
fenomen d'hibridacio intermolecular esta descrit per a dos mRNAs de D. melanogaster,
Bicoid i Oskar, i és indispensable per a la seva correcta localitzaci6. Aquesta
oligomeritzaci6 d’'mRNAs s’interpreta com a possible pas necessari per a
I'estabilitzacié del granul d’RNA que els transportara, generant la seqiéncia de RNA
de cadena doble que reconeixeran els factors en trans ">,
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Figura 2. Resum de les diferents caracteristiques presents a la seqiéencia de 'mRNA i els seus
efectes
Imatge extreta i adaptada de Doyle M., et al. 2011.

3.2. Elements en Trans. Repressio6 de la traduccié d'mRNAs

Quan es parla de transport o de granuls d’RNAs s’han de tenir en compte dos
aspectes fonamentals, la mateixa estructura que és responsable de la localitzacié de
I'mRNA a la regi6 cel-lular on es necessita ha d’incloure els mecanismes necessaris
per inhibir la traduccié d’aquest transcrit fins que arribi I'estimul o la localitzacié adient.
El descobriment de les estructures que es van anomenar granuls d’RNA ja mostrava
que incloien mRNAs que eren alliberats i traduits en resposta a estimul ™.

Aixi, els elements en trans que uneixen els LE son responsables del seu transport i
directament o indirectament del silenciament de la seva traduccié ®"’. Com hem dit a
I'apartat anterior, és complicat definir clarament els LE dels UTR, ja que rares vegades
son aillats i detectables analitzant la sequiéncia de nucleotids. Més aviat es tendeix a
pensar que solapen sequencies i estructures d’'RNA, reclutant multitud de proteines
diferents que col-laboraran a I'hora de modular i localitzar '/mRNA en qliesti6 .

CPEB

Un dels mecanismes més importants per a controlar la traducci6 dmRNAs és la
longitud de la seva cua d’adenines. Al nucli, els pre-mRNAs son tallats i poliadenilats
en resposta a sequiéncies al seu 3'UTR, pero la poliadenilacio també és controlada i
modificada al citoplasma. El model més estudiat s6n els oocits de Xenopus laevis, on
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molts MRNAs s’acumulen amb la traduccié reprimida i cues d’'unes 40 adenines, que
s’allargaran fins a 150 en reentrar I'o0cit al cicle cel-lular, activant la seva traduccié.

CPEB és el factor central en el control de la traduccié lligada a poliadenilacié en
MRNAs que contenen CPEs (Citoplasmatic Poliadenilation Element). Estudis a X.
laevis demostren que interacciona directament amb aquesta sequencia i coordina un
complex proteic que inclou entre altres PARN i Gld2. PARN és una deadenilasa que
manté la cua d’adenines curta, GId2 en canvi és una polimerasa de poliadenines,
encarregada d’afegir adenines a la cua de 'mRNA. En condicions normals, I'activitat
de PARN sobrepassa la de Gld2 i la cua d’adenines del transcrit es manté curta, pero
en resposta a estimul, la quinasa Aurora A s’activa i fosforila CPEB. Aquesta
fosforilacio fa que CPEB expulsi PARN del complex proteic, promovent I'addicio
d’adenines via GId2 i la traducci6 de 'mRNA . La informacié molecular es va
descobrir a X. laevis, perd els components de la maquinaria de poliadenilacié que
interaccionen amb CPEB1 també estan presents a dendrites %% CPEB també
promou a dendrites poliadenilacié local de mMRNAs en resposta a estimul, i s’ha
demostrat la seva unié a dineines i kinesines, aixi com el seu transport a dendrites
88 La seva manca a ratolins transgénics afecta diferents models de memoria
(potenciaci6 a llarg termini i extincié de memaries) que depenen de traduccid local de
proteines 8.

ZBP

ZBP1 (Zipcode Binding Protein 1) és una de les proteines relacionades amb el
transport dmRNAs a dendrites més estudiades, sobretot pel que fa a la seva funcié
regulant el control de la traduccié local de ’'mRNA de B-actina. A diferencia de CPEP,
la uni6é de ZBP1 a la seva seqgliéncia diana, el Zipcode, requereix que aquesta formi
una estructura secundaria determinada .

La seva expressi6 comenca durant el desenvolupament neuronal, on ZBP1
s’encarrega de controlar la traduccié en resposta a estimul de B-actina als cons de
creixement dendritic i axonal #%. A neurones madures, la seva expressié és més
baixa que durant el desenvolupament, pero reté tot i aixi un rol important, situant
I'mRNA de B-actina a la base de les espines dendritiques *° i modulant la seva
traducci6 local. Es coneix que si es disminueixen els nivells de ZBP1 a neurones via
RNA d’interferéncia, l'aparici6 de nous fil-lopodis en resposta a estimul (procés
depenent de citoesquelet d’actina) disminueix significativament. En la mateixa linia, si
se sobreexpressa 'mRNA de B-actina a neurones, aquestes desenvoluparan més
fil-lopodis en un procés dependent del Zipcode Binding Sequence present al 3’'UTR de
I'mRNA °*,

Al context de l'espina dendritica o el conus de creixement axonal o dendritic, la
resposta a l'estimul extracel-lular necessitara canvis en la dinamica al citoesquelet
d’actina. Tant el creixement dels axons i dendrites com I'aparicio de fil-lopodis i la seva
remodelacié son processos dependents de polimeritzacié d’actina. Per aquest motiu,
tots aquests estimuls enumerats desemboquen en l'activacidé de la quinasa Src, que
fosforila ZBP1 alliberant 'mRNA de B-actina perqué sigui traduit **.
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Staufenl1/2

A Tigual que CPEB, la familia de proteines Staufen també esta relacionada amb
multitud de processos de localitzacio dmRNAs a diferents organismes, essent
descoberta primer a D. melanogaster per la seva funcié critica localitzant els mMRNAs
d’Oskar i Bicoid, importants per al desenvolupament de l'odcit 3. Pero, a diferéncia
d’altres proteines d'uni6 a RNA, Staufen té diversos dominis dsRBDs, que
interaccionen amb estructures secundaries d’RNA, contactant amb la cadena de
fosfats i els grups -OH. D’aquesta manera, les interaccions d'Staufen amb I'RNA sén
dependents de la seva estructura, i no de la seva seqiiéncia . Aixi, no es pot
determinar la uni6 d'un mRNA amb Staufen només mirant la seva seqliéncia de
nucleotids, tot i que es comencen a discernir les estructures responsables de la uni6
d’Staufen *, la determinacié del lloc d’uni® a un mRNA en particular requereix
técniques avancades de crosslinking i seqiienciacio .

A mamifers, existeixen Staufenl i Staufen2, la primera és ubiqua i la segona
s’expressa principalment al cervell. Es creu que les seves funcions sén semblants,
perd afecten grups d'mRNAs diferents, ja que no colocalitzen a neurones. . Staufen
és objecte d’estudi per la seva funcié al transport dmRNA a dendrites %, és un
marcador reconegut de granuls dmRNA, i es mou a les dendrites utilitzant el
citoesquelet de tubulina *.

Tot i que ambdues Staufenl i Staufen2 tenen un efecte similar sobre la maduracio i
funcionament de les espines dendritiques a neurones madures %, dltimament
Staufen2 ha rebut més atencid, i s’han descrit els mRNAs que interaccionen amb
aguesta proteina al cervell del ratoli. Mentre els interactors d'Staufen2 sumen uns
1200 mRNAs, el nimero de transcrits que disminueixen 0 augmenten en abséncia
d'Staufen2 (via RNA d’interferéncia) es redueix a 38. %%, La majoria dels mRNAs que
copurifiguen amb Staufen2 sén transportats a dendrites, i el que sigui important per als
nivells de només 38 d’ells suggereix que pot estar regulant multitud de processos
relatius al transport dmRNAs, un dels quals tindria a veure amb ['estabilitzacié dels
transcrits. Es coneix que Staufen2 és importada i exportada del nucli cel-lular,
interaccionant alla amb RNAs i participant en la seva exportacié al citoplasma per
diferents vies, algunes de les quals necessiten la seva unié a dsRNA %1% Aquest fet
obre la porta a qué Staufen2 pugui funcionar com a adaptador per a I'exportacio
d'mRNAs, ja que interacciona també amb proteines del porus nuclear. També s’ha
hipotetitzat que la unié entre Staufen2 i 'mRNA al nucli és el primer pas per a la
inclusié d’aquest a granuls d’'RNA, dels quals es coneix que es comencen a formar al
nucli i el seu assemblatge termina al citoplasma. Staufen2 podria estar funcionant
també com a adaptador, o bé marcar els mRNAs seleccionats per al seu transport.

Pel que fa als granuls d’RNA que contenen Staufen2, la traduccié dels seus mRNAs
esta controlada, ja que contenen FMRP, DDX6 i components de la maquinaria de
silenciament depenent de miRNAs RISC, tots ells silenciadors de la traduccio
d’'mRNAs. A més, CBP80 i PABPN1 estan presents a 'immunoprecipitat d’Staufen2,
perd no elF4E. Es coneix que aquesta proteina substitueix les dues primeres en
mRNAs que s’estan traduint activament ***,
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FMRP G-quadruplets al 3’ UTR Dictenberg JB., et al. 2008

Subramanian M., et al. 2011

CPEB CPEsal3’UTR Huang YS., et al. 2003
hnRNPA2 A2REsal3’UTR Gao., etal. 2008
ZBP Zipcode element al 3°’UTR Tiruchinaopalli DM, et al. 2003

EomT., etal. 2003

Staufenl1/2 Estructures secundaries a ’RNA Tang SJ., et al. 2001

Duchanine TF., et al. 2002

Taula 1. Proteines d’'unié a mRNA
Principals proteines relacionades amb el transport d'mRNAs, element en CIS que uneixen i principals
recursos bibliografics.

4, CaMKlla

4.1. Estructura i autoregulacié

La familia de proteines quinases dependent de Calmodulina (CaMK) tenen en comu la
necessitat d’'unié a calci i Calmodulina (Ca/CaM) per assolir un nivell alt d’activacié **,
sbn aixi quinases que detecten els nivells intracel-lulars de calci. Hi ha multitud de
quinases dependent de Calmodulina, perd el nom de CaMK s’acostuma a utilitzar per
a aquelles que tenen més d’'un substrat, CaMKK, CaMKI, CaMKIl i CaMKIV. Totes
elles consisteixen en un domini quinasa, un domini autoregulador i un domini d’unié a
Calmodulina extremadament similar entre les tres, les principals diferéncies sén les
cues N i C terminal, que participen en la regulacié de la localitzacié intracel-lular,
I'activitat quinasa, I'adquisicié d’'independéncia als nivells de calci i la multimeritzacio.
CaMKIV és predominantment nuclear, i fosforila principalment factors de transcripcio,
essent important per a la transcripcié necessaria per al manteniment de I'LTP (Long
Term Potentiation) a llarg termini. CaMKI és citoplasmatica, i s’ha demostrat
necessaria tant per la creacid de l'arbre dendritic neuronal com per al correcte
creixement de I'ax6. CaMKK esta situada upstream de CaMKI i CaMKIV i regula la
seva activacio i adquisicié d'independencia a Ca/CaM (per a revisio: Wayman, G. A. et
al. 2008'%).

CaMKIl esta codificada per quatre gens (a, B, y i 8) i és 'inica proteina de la familia
que té al seu C terminal un domini de multimeritzacio, separat del domini
autoregulador per una sequéncia anomenada linker. La principal diferéncia entre les
proteines codificades pels quatre gens és la longitud i caracteristiques d’aquest linker
% Tot i que els quatre gens son expressats a cervell ', les formes a i B son les més
abundants, exclusives de cervell, i components principals de la densitat postsinaptica.
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Les quatre isoformes de CaMKIl poden oligomeritzar entre elles, pero la majoria de
dodecamers de CaMKIl a les neurones estan formades per homoenzims o
heteroenzims de les subunitats a i § *°.

El domini de multimeritzaci6 caracteristic de CaMKIl forma dos anells hexameérics, que
s’uneixen formant l'estructura dodecaédrica final en qué CaMKII és funcional. La
disposicio6 final del dodecamer consisteix en un anell central format per I'agrupacié dels
dominis de multimeritzacié de les dotze subunitats que formen I'holoenzim. D’aquest
anell emergeixen radialment cap a I'exterior els linkers, que separen els dominis de
multimerizacié dels dominis d’'unié a Ca/CaM, d’autoregulacio, i finalment del domini
quinasa '®. Aquesta disposicié confereix a CaMKIl un mecanisme d’autoregulacio
absent a altres membres de la familia CaMK. Una subunitat de CaMKII, un cop
activada per Ca/CaM, és capac de fosforilar una altra subunitat del mateix holoenzim a
T286 si aquesta també esta unida a Ca/CaM. Una subunitat de CaMKIl activada per
fosforilacio a T286 s’autofosforilara a T305 i T306 tanmateix perdi la unié a Ca/CaM
199 i aixd impedira que s’hi uneixi de nou. Aixi, la CaMKIl activada pot regular tant la
seva activitat independent dels nivells de calci, com la seva insensibilitat als canvis
posteriors en els nivells d’aquest i6.

4.2. Regulador central de I’activitat postsinaptica

L’estimulacio d’una sinapsi promou canvis que afecten la seva capacitat de transmissio
sinaptica. Després de rebre un determinat estimul sinaptic, multitud de proteines es
desplacen a l'espina dendritica, la morfologia d’aquesta es modifica depenent de
canvis al citoesquelet, i s’activa la traduccié local de proteines importants per a la
sinapsi. Si aquests estimuls es repeteixen amb una duracié i frequencia determinades,
'augment en la forga de la sinapsi i en la mida de I'espina que la conté continuaran.

Els diferents mecanismes d’autoregulacié de CaMKIl permeten que sigui un sensor
perfecte dels nivells de calci intracel-lulars presents i passats. Com hem dit, les
subunitats del dodecamer que perdin la unié a Ca/CaM retindran activitat independent i
insensible als nivells de calci, fins que sigui defosforilada per fosfatasses presents a la
postsinapsis. D’aquesta manera, l'activitat de CaMKIlla dependra de l'equilibri entre
'actuacié de les fosfatasses i els increments als nivells de calci intracel-lular que
provoquen la seva autofosforilacié, actuant per tant com a sensor de la freqiiéncia
d’estimuls sinaptics que provoquen entrada de calci a la postsinapsis **°.

L’activitat quinasa de CaMKIl és aixi el canalitzador que activa multitud de processos
postsinaptics en resposta a frequéncia i amplitud de I'estimulacié sinaptica. Entre
altres, CaMKlla fosforila diverses subunitats de receptors AMPA i augmenta la
transmissio ionica, de la mateixa manera, participa en la translocacié6 de nous
receptors AMPA a la membrana sinaptica '**. La regi6 autoinhibidora de CaMKIl també
uneix NR2B, subunitat de receptor NMDA, aquesta unié separa aquesta regio
autoinhibidora de la regi6é quinasa de CaMKIl, resultant en el seu bloqueig en un estat
activat, independent d’autofosforilacié, proporcionant aixi CaMKII constitutivament
activa a la postsinapsis *2. CaMKIl també s’ha demostrat important a I'estructura de
I'espina dendritica, via modulacié de proteines estructurals com PSD-95 34 j també
via citoesquelet d’actina, fosforilant reguladors del citoesquelet **°. CaMKIIB conté al
seu linker un domini d’interacci6 amb actina, que s’ha demostrat important per la
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morfologia de l'espina dendritica. Aquest domini apropa CaMKIl al citoesquelet

d’actina de 'espina, on té una funcié com a quinasa 118 " aixi com una funcié estructural
117

4.3. Transport del seu mRNA a dendrites

L’abundancia i importancia de CaMKII a la plasticitat sinaptica han provocat que siguin
uns dels gens d’expressiéo neuronal més estudiats, tant a nivell de proteina com
d'mRNA, com s’ha explicat, les dues isoformes mes abudants a cervell sén CaMKlla i
CaMKIIB. Tot i que ambdues proteines es localitzen a dendrites i espines dendritiques,
només 'mRNA de CaMKlla es transporta a dendrites i es tradueix localment. *2. El fet
que aquest transport és molt important per a la funcié sinaptica *'® va desencadenar el
seu estudi en profunditat.

La primera evidéncia del seu mecanisme de localitzacioé ve d’un ratoli knock in al qual
s’havia introduit el gen reporter LacZ seguit del 3UTR complet de CaMKlla. El gen
reporter es localitzava i traduia a dendrites, demostrat que el 3’'UTR és suficient per la
traduccio local d’aquest mRNA '*° Determinar els LEs concrets que actuaven dintre del
3'UTR es va demostrar molt més complex.

Un altre estudi va analitzar el 3’'UTR de CaMKIla, trobant dues sequeéncies importants
per al transport a dendrites del transcrit. La primera consistia en 94 nucleodtids al
comengament del 3'UTR, que fusionats a un gen reporter son suficients per a
promoure el seu transport a dendrites. A més, I'estudi demostrava la preséncia d’'una
sequeéencia d’'unes 650 bases al mig del 3'UTR que inhibeix el transport dendritic,
aquesta inhibicié es revertida en cas d’estimulacié neuronal, i només els plasmids
reporters que contenien ambdos LEs (el localitzador i 'inhibidor) mostraven localitzacié
diferent en resposta a estimulacio .

Utilitzant una estratégia similar basada en gens reporters, un altre grup va analitzar de
nou el 3’UTR de CaMKlla i va descobrir un LE d’uns 1200 nt situat al mig del 3’UTR *’
Aquest LE era també suficient per transportar mRNAs de fusid a les dendrites de
cel-lules transfectades. Aquests resultats oposats fen servir técniques similars donen
una idea de la dificultat d’execucio i d’interpretacio d’aquest tipus d’experiments.

Un altre grup va generar un ratoli knock out, en qué es va eliminar gairebé tot el 3UTR
de CaMKlla del genoma, deixant intacta només el comengament, que contenia integre
el motiu de 94 nucleotids identificat com a LE. Técniques d’hibridacié in situ van
demostrar que aquesta versiéo de 'mRNA de CaMKlla que contenia només el principi
del seu 3’'UTR endogen s’expressava a nivells reduits comparat amb el wild-type, pero
I'efecte més estrident era la distribuci6 de 'mRNA, restringida al soma cel-lular 2.
Aquesta aproximacié demostrava que un LE capa¢ de localitzar un transgen a
dendrites pot no ser competent per intervenir en el transport del gen endogen, o bé
que els experiments en que un transgen se sobreexpressa no sén prou propers a la
situacio in vivo per a poder ser interpretats correctament.

Més recentment s’han localitzat G-quadruplets, descrits anteriorment a aquest apartat,
al 3UTR de CaMKIlla. Utilitzant de nou estratégies de sobreexpressio de gens
reporters fusionats a 3’'UTRs, demostren que eliminant només el G-quadruplet de la
sequéncia de I'UTR, aquesta perd tota la capacitat de localitzar el transgen a
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dendrites. La fusi6o entre el gen reporter i el G-quadrupet sol té capacitat de
localitzacid, pero reduida en comparacio a la fusié amb el 3’'UTR de CaMKlla complet
%, Aquesta Ultima dada suggereix la col-laboracié complexa entre diversos LEs per a
localitzar efectivament els transcripts als seus destins subcel-lulars. Els G-quadruplets
s6n reconeguts per FMRP *?°'?! Diversos estudis relacionen FMRP amb el control de
la traducci6 local de CaMKlla ¥, per tant, és de suposar que FMRP i els G-
guadruplets formen part de la xarxa de regulacié de la localitzacié i traduccié de
CaMKilla.

Estudis paral-lels han estudiat la preséncia de més senyals de localitzaci6 al 3’'UTR de
CaMKlla. A la seva part 3’ terminal, hi ha dues sequéncies consens d’unié a CPEB. De
nou, la fusié d’'un fragment de 170 nucledtids contenint les dues dianes de CPEB
presents al 3'UTR de CaMKlla sembla suficient per localitzar el gen reporter a
dendrites. Tot i que no es demostra la unié fisica de la proteina amb la sequéncia
diana, a nivell funcional sembla que CPEB esta controlant la poliadenilacio, i per tant la
traduccio, de CaMKlla **%°. Una altra diana, aquest cop per hnRNPA2, ha sigut
descrita més recentment al comencament del 3’'UTR de CaMKlla, de nou, I'estudi que
l'analitza troba que és suficient per localitzar un gen reporter a dendrites, en aquest
cas, demostren la unié6 fisica, in vitro, de hnRNPA2 a la sequéncia A2RE concreta
present a 'mRNA de CaMKlla. A més, demostren que la injeccié a la neurona d’un
anticos per bloquejar especificament hnRNPA2 impedeix parcialment la localitzacié a
dendrites d’'un mRNA marcat amb fluorescéncia coinjectat 2.

La familia de proteines Staufen també s’ha demostrat important en la localitzacié
dendritica de CaMKIla. Tot i que hi ha evidéncies d’estructures candidates, tant
Staufenl com Staufen2 uneixen estructures secundaries, de forma que no existeix una
sequéncia diana facilment identificable. A nivell fisioldgic, la disminucié dels nivells
d'Staufen1 via RNA d’interferéncia afecta el transport de CaMKlla a dendrites .
Recentment s’ha demostrat la relacid entre Staufen2 i 'mRNA de CaMKlla, la
disminucié dels nivells d’Staufen2 no sembla afectar la quantitat o estabilitat de
I'mRNA de CaMKIla, ni tampoc la seva distribucié entre el nucli i el citoplasma de la
neurona. Aquest fet esta demostrat per dues aproximacions ortogonals, transfecci6
d’'un RNA dinterferéncia contra Staufen2 i detecci6 de 'mRNA de CaMKlla via
hibriditzacié in situ, i infecci6 dun shRNA contra Staufen2 i deteccid dels nivells
dmRNAs via RNA-seq % Tot i aixd, en un estudi dinteraccid6 per
immunoprecipitacié i RNA-seq, CaMKlla era un dels mRNA més abundants a la IP
d’Staufen2, apareixent 3 cops més enriquit que a l'input. °%.

La suma de tots els estudis exposats suggereix que les interaccions que modulen els
diferents aspectes del metabolisme citoplasmatic els mMRNAs conformen una xarxa, on
moltes proteines d'uni®6 a RNA interaccionen amb el mateix 3'UTR, modulant
additivament parametres com la seva localitzacio, estabilitat i traduccié en resposta a
estimul.
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5UTR ORF FUTR

e : Y A \

El E17 E18 —

Element el CIS Elementen Trans Funcio demostrada

UTR senser Control del transport i traducci6 de Mayford M., et al. 1996
I'mRNA Miller S., et al. 2002

94 nt - Regulacié del transport dependent Mori Y., et al. 2000

650 nt d’estimulacid

1200 nt I:I - Transport de ’'mRNA Blichenberg A., etal. 2001

G-quadruplet l FMRP Transport de P'mRNA Subramanian M., etal. 2011
Control de la traduccié local Dictenberg JB., et al. 2008

Estructures secundaries Staufenl Transport de P'mRNA i control de la Kanai., et al. 2004
traduccio

Staufen2 No coneguda, perd la interacci6 esta Fritzsche R., et al. 2013

demostrada

A2RE hnRNPA2 Transport de P'mRNA Gao., etal. 2008

CPEs l CPEB Transport de P'mRNA Huang YS., et al 2003
Control de la seva traducci6 via Huang Y'S., et al 2002
poliadenilacié

Figura 3. 3’'UTR de CaMKlla
Representacio del 3’'UTR i dels principals elements en CIS que hi conté. Resum de les proteines de
transport d'mRNA que s’hi uneixen i principals fonts bibliografiques.

Objectius
e Analitzar la preséncia d’introns retinguts a mRNAs transportats a dendrites.

e Caracteritzar els mRNAs que contenen l'intro.
e Determinar la funcié que els introns retinguts poden estar aportant als mRNAs.
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1. Retenci6 intronica a mRNAs transportats a dendrites

Com que el camp d’estudi principal del grup sén els mecanismes de control local de
I'expressio d’'mRNAs, sempre en el context de neurones excitadores, es va comencgar
per una analisi exploratoria de diferents gens. Es van triar els gens de CaMKlla, FMR1
I GRIA3 per codificar per mRNAs transportats a dendrites en diferents quantitats,
CaMKila és 'mRNA més abundant a dendrites, i FMR1 s’expressa a nivells més
baixos. Pero per a tots ells la seva traducci6 local esta regulada i respon a estimuls
sinaptics *°.

La figura 4A mostra I'estratégia utilitzada per a la deteccio, via retrotranscripcié i PCR
gquantitativa (RT-gPCR), dels introns retinguts a 'mRNA citoplasmatic. Per a cada intro,
es va quantificar una de les seves unions exé-intré (exd,-intré, o bé intrd,-exo,.1, la
gue tingués una millor seqiiéncia per a la reaccié de PCR) mitjancant sondes i primers
que necessitessin la preséncia de I'intrd i I'exd per poder amplificar. Quan era possible,
la sonda anellava justament a la unié, trepitjant sequencia exonica i intronica. Per
corregir per les diferéncies a l'eficiencia de les sondes, cada experiment es va fer
relatiu a la deteccié amb les mateixes sondes de DNA genomic, que per definicié té
tots els introns en quantitats equimolars. Amb aquest sistema es van analitzar, dintre
dels gens d'interés, introns dels quals se sabia que eren sotmesos a splicing alternatiu
i d’altres que eren constitutivament eliminats del pre-mRNA, com a controls (basat en
bases de dades com Ensembl).

Als tres gens utilitzats es van detectar desequilibris a la preséncia d’introns al
citoplasma de cél-lules corticals en cultiu que provenien de cervell embrionari,
diferéencies que es mantenien quan s’analitzava RNA provenint dels seus
sinaptoneurosomes (veure metodes). La figura 4B mostra els resultats de la detecci6,
ja corregits per leficiencia de les sondes i primers, mostrant que CaMKlla reté
diferencialment els introns 14 (només a mostres que provenien de teixit embrionari) i
16 (basant la numeracié en la isoforma d’splicing ENSMUST00000102888, la més
abundant al cervell), FMR1 reté l'intré 14, i GRIA3 reté lintré 13. Les unitats son
arbitraries, en aquest cas relatives a la mitjana de la quantitat dels introns no retinguts
per a cada gen.
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Figura 4. Els mRNAs analitzats presenten desequilibris intronics

A. Esquema de I'analisi de la presencia d’introns a 'mRNA per PCR quantitativa. B. Desequilibri intronic a
citoplasma de cél-lules corticals (14 DIV) i sinaptoneurosomes obtinguts d’aquestes. Tots els resultats de
PCR quantitativa es van fer relatius a DNA genomic per corregir diferéncies a I'eficiencia de les sondes i
primers. Cada barra indica un experiment independent, les barres indiquen mitjana i interval de confianca
(a=0.05) per a triplicats técnics. Cada experiment independent es va fer relatiu a la mitjana d’introns no
retinguts.

2. Analisi del desequilibri intronic de CaMKlla

Entre els tres gens que es van mesurar a I'analisi preliminar, es va triar la CaMKlla per
al seu estudi en profunditat degut a la seva abundancia i importancia per a la plasticitat
sinaptica *'*® i perqué altres estudis de seqilenciaci6 massiva d’'RNA han trobat
també introns de CaMKlla retinguts a 'mRNA al citoplasma *°. A més, analitzant la
sequéncia dels diferents introns de CaMKlIla, es va detectar la preséncia d’un element
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ultra conservat (UCE, per les seves sigles en anglés Ultra Conserved Element) just al
5 de l'intr6 16 (no aixi al 14), el que mostrava més retencié a I'estudi preliminar
(figures 5A). La figura 5B mostra el percentatge d’identitat de tots els introns de
CaMKila, amb la linia taronja definint la identitat esperada en cas de no haver-hi cap
tipus de conservacio. Els UCE so6n sequiéncies de >100 bp que presenten un gran grau
de conservacié entre espécies '*’ que suggereix una importancia critica %, les
funcions que s’associen a aquests elements son diverses, havent-hi evidéncies que

algunes tenen com a funcié regular el procés d’splicing **°.

A
Ratoli GTGAGCAATCCCTTCTCTCTGGGGTGCCTGTCTGTTGTCTGCTCTCC-TTCGTGTCCTGCTGGA 63
Huma GTGAGCAATTCCTTCTCTCTGTGGTGCCTGT----TGTCTGCTCTCGTTCCATGTCCTGCTGGA 60
Rata GTGAGCAATCCCTTCTCTCTGGGGTGCCTGT----TGTCTGCTCTCCTT-CCTGTCCTGCTGGA 60
hhkkkhkhkhkkk hhkkkkhkhkkkkk *hkkkkhkkkk J % Kk %k %k k k ok ok ok k * Kk kkkkkkkkkkkk
Ratoli  cGGCACAGCAGGGTGACGEGCAGGGCCTCAGGGGAGGCTCAGGAGCCAGTGAAGAAG-——— 120
HUMa TGGCACAGCAGGGTGACGGGCAGGGCCCC GGCTCAGGAGCCAGCGAAGAGGAAG- 120

Rata TGGCACAGCAGGGTGACGGGCAGGGCCTCAGGGGCGGCTCAGGAACCAGTGAAGAGGAAGA 120
Ihkhkkkkhkkkhkhhhhkhhhkhkhhhhhhhh khhhhkk *khkkhhkhhk *hkkk *hkkkk *
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Figura 5. El 5’ de I'intré 16 de CaMKlla conté un UCE

A. Alineament de la sequéncia dels primers 120 nucledtids de I'intr6 16 de CaMKlla a ratoli, huma i rata.
B. Identitat dels primers 120 nucleotids de cada intr6 de CaMKlla, en taronja, identitat esperada en cas de
no haver-hi conservacio.

Fent servir la mateixa estratégia que a I'analisi preliminar (figura 4A), es va analitzar el
desequilibri intronic per al gen de la CaMKlIla a diferents mostres biologiques. Tant a
extracte de cervell adult de ratoli, com fins i tot a la linia cel-lular de neuroblastoma de
ratoli N2a s’observa un desequilibri, amb lintré 16 enriquit aproximadament 10
vegades més que la mitjana de la resta d’introns (figures 6A i B respectivament).
Totes les mostres van ser tractades per centrifugacié diferencial abans d’extreure
I'RNA per tal d’eliminar la fraccié corresponent als nuclis (insert a la figura 6A). Tot i
aixo, es va comprovar el desequilibri intronic de CaMKlla a localitzacions
especialitzades de les cel-lules, obtenint les fraccions subcel-lulars corresponents a
sinaptoneurosomes de cervell adult (figura 6C), i a sinaptoneurosomes de cél-lules
corticals in vitro (figura 6D). També es van purificar granuls d’'RNA de cervell adult de
ratoli (figura 6E). La correcta purificacié de la fraccié desitjada es va comprovar per
western blot, comparant marcadors postsinaptics (PSD-95, insert a figura 6D) al cas
dels sinaptoneurosomes i marcadors de granuls d’RNA (hnRNPA2/B1, insert a figura
6E).
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S’aprecia en totes les fraccions un enriquiment de l'intré6 16 sobre la resta d’introns
similar al que s’observa a I'extracte de cervells adults i cél-lules corticals, demostrant
que les formes dmRNA que retenen lintr6 no només surten del nucli, sind que
s’inclouen a granuls d’'RNA citoplasmatics i arriben a les arees cel-lulars on es duu a
terme el contacte sinaptic, que nosaltres aillem en forma de sinaptoneurosomes.
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Figura 6. L’intr6 16 de CaMKlla es reté diferencialment en diferents teixits neuronals

A-E. Analisi del desequilibri intronic per al gen de CaMKlla en cervell adult, cel-lules N2a,
sinaptoneurosomes de cervell i de cel-lules corticals in vitro i granuls d’'RNA de cervell, respectivament. A
tots els casos 'RNA es va obtenir de mostres de les quals s’havien eliminat els nuclis per centrifugacio
(insert western blot a A). La purificacié de sinaptoneurosomes es va comprovar per western blot contra
marcadors de postsinapsis PSD-95 (insert a D). La purificacié de granuls d’'RNA es va comprovar per
western blot contra el marcador de granuls hnRNPA2/B1 (insert a E). A tots els casos, els resultats de la
gPCR quantitativa es van fer relatius a DNA genomic per corregir per diferencies en l'eficiencia dels
primers i sonda. Cada barra indica un experiment independent, les barres indiqguen mitjana i interval de
confianga (0=0.05) per a triplicats tecnics. Cada experiment independent es va fer relatiu a la mitjana
d’introns no retinguts.
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3. Caracteritzaci6 del transcrit de CaMKlla que reté I'intré 16

El fet que l'intr6é 16 de CaMKIla es trobi a tots els teixits i fraccions subcel-lulars aporta
robustesa als resultats, i I'estratégia de PCR quantitativa utilitzada, amplificant la unié
entre I'ex6 i l'intré contigus, informa inequivocament de qué l'intré 16 esta retingut, unit
a I'exé6 immediatament anterior. Com que l'intré 14 només estava present en algunes
de les mostres analitzades i no incloia un UCE a la seva seqléncia, es va triar l'intré
16 per al seu estudi en profunditat.

Es coneix que molts introns contenen sequéncies que poden actuar com a promotors,
activant la transcripcio per generar, per exemple, ncRNAs”. Podria ser que l'intré previ
al 16 tingués una d’aquestes sequeéncies, creant un transcrit que contindria I'intrd 16 i
el seu exd previ, essent detectat per la nostra estratégia de PCR quantitativa. Per
descartar aquest cas, es va utilitzar una estrategia de PCR quantitativa canviant la
localitzacié d’un dels primers de la reaccid, per tal que necessités la preséncia de I'ex6
previ a I'immediatament anterior a l'intré 16 (figura 7A). Es va comparar el resultat
obtingut amb aquests primers amb l'obtingut amb I'estratégia usual per avaluar la
retenci6 intronica i amb un tercer joc de primers, que amplificarien I'hipotétic producte
d’RNA resultant d’una transcripcié que comenceés a l'intré previ al 16 (115-E16) (figura
7B). Per tal de poder comparar els resultats que dels diferents primers, la diferéncia en
les seves eficiencies es va corregir mitjancant DNA genomic quan era possible o un
transcrit equimolar. Els resultats obtinguts d’aquesta analisi confirmen que l'intré 16 de
CaMKila es reté en el context d'un mRNA madur. El fet que els primers utilitzats a la
figura 7A donin la mateixa quantificacié, molt més alta que la que resultaria en el cas
d’una transcripcio des de l'intré previ (115-E16, figura 7B) corroboren que es tracta de
retencié intronica.
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Figura 7. L’intr6 16 es reté a un mRNA que també conte els exons 15i 16

A. Analisi de la quantitat d'intr6 16 retés a 'ImRNA de la mateixa mostra que a la figura 6A, també per
PCR quantitativa. Els resultats de les dues sondes es van fer relatius a la quantificacié d’'un transcript
equimolar per corregir diferencies a I'eficiencia. B. Com a A, perd amb sondes contra les tres unions exo-
intr6. A tots els casos, cada barra mostra la mitjana de tres experiments independents i I'interval de
confianca (a=0.05).
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L'estrategia de PCR quantitativa utilitzada fins ara només necessita unes poques
bases de I'intré 16 per quantificar, de forma que l'intré 16 podria estar provocant una
terminacié prematura de la transcripcié quan és retingut, i obtindriem els mateixos
resultats que si es retingués sencer. Per confirmar que tot 'intré 16 esta present en els
transcrits analitzats fins ara, es va dur a terme una PCR semiquantitativa (la seqiiéncia
que formen la unié entre l'intré 16 i 'exd posterior és massa rica en guanines i
citosines per a dur a terme una PCR quantitativa). Es van realitzar PCRs amb primers
per a les unions ex6 16-intré 16 i intr6 16-ex6 17 (figura 8A), corregint de nou les
seves eficiencies amplificant DNA genomic. Els resultats ens permeten afirmar que les
dues unions entre I'intrd 16 i els exons contigus estan presents en la mateixa quantitat,
és a dir, que el transcrit que conté l'intré6 16 també conté I'exd 17, i presumiblement
tots els elements posteriors que contindria un mMRNA de CaMKIla en el que no s’ha
retingut cap intr6 (figura 8B).

A B Sequiéncia de I’intr6 16
152 bp 317bp — _
- - - - unio 5’ uni6 3’
CaMKlla [ Jrfme ] » - » -
E16 116 E17 — i — 500 bp
CDNA e . =R
— 100
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DNA genomic S 300

100
25 30 35 30 35 40
Cicles Cicles

Figura 8. L’intré 16 es reté sencer

A. Esquema de I'exdi6-introi6-ex017 de CaMKlla i dels primers utilitzats per a la quantificacié. B.
Electroforesi en gel d’agarosa de I'amplificacié per PCR semiquantitativa de les mateixes mostres que a la
figura 6A i DNA genomic per a controlar I'eficiéncia dels primers.

Per ultim, existeixen diverses isoformes d’splicing de CaMKlla, tot i que la més
estudiada és la que codifica per a la proteina completa (utilitzada per a la nostra
numeracio dels introns, amb el codi d’Ensembl ENSMUSTO00000102888.9), existeixen
altres isoformes molt menys abundants i estudiades. Una d’elles (codi d’Enseml
ENSMUST00000039904.6) consisteix en el domini d’associacié de la proteina, és a
dir, la seva part 3, i podria contenir I'intré 16 (figura 9A). Per caracteritzar la presencia
de lintr6 16 a les dues isoformes d’splicing es va realitzar de nou una PCR
semiquantitativa, ja que la sequéncia a amplificar era massa llarga per a realitzar una
PCR quantitativa. Les dues amplificacions tenien un primer en comu que anellava a
l'intrd, i un primer exclusiu per a la seva isoforma, aprofitant les diferéncies en la
sequéncia d'mRNA d’ambdues (figura 9B). L’eficiencia d’amplificacié dels primers es
va comprovar amplificant un transcrit equimolar. El resultat de la PCR semiquantitativa
demostra que l'intré 16 esta retingut a la isoforma d’splicing que conté tots els exons
de la CaMKlla, és a dir, la que vam fer servir per a numerar els introns i que codifica
per a la proteina sencera. El fet que hi hagi almenys 5 cicles de diferéncia entre el
resultat de les dues PCRs ens diu que la isoforma amb l'intré 16 llarga és almenys 32
vegades meés abundant que la curta, que esta present en quantitats que podem
ometre.
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Figura 9. L’intr6 16 es reté a la isoforma llarga de CaMKlla

A. Diagrama de les isoformes llarga i curta de 'mRNA de CaMKIla retenint I'intré 16 i els primers utilitzats
per a la quantificacié. B. Electroforesi en gel d’'agarosa de I'amplificacié per PCR semiquantitativa de les
mateixes mostres que a la figura 6A i transcript equimolar per controlar I'eficiencia dels primers.

Fins aqui, s’ha demostrat que l'intr6 16 es reté complet a ’'mRNA madur de CaMKlla,
isoforma ENSMUST00000102888.9. Combinant les dades del desequilibri intronic i les
presentades en aquest apartat també podem dir que quan es reté, esta present en un
context en el qual la resta d’introns han sigut eliminats per splicing. En resum, existeix
una isoforma de CaMKIlla no descrita fins ara, que podriem afirmar és igual a la
ENSMUST00000102888.9 pero retenint I'intré 16.

4. Localitzacio subcel-lular de la isoforma de CaMKIla que reté I’intré 16

Tots els experiments realitzats fins ara partien de I'obtencié d’RNA de mostres de les
quals s’havien eliminat els nuclis per centrifugacié (demostrat al western blot de la
figura 6A), tot i aixi, no es poden excloure petits nivells de contaminacié. Les analisis
bioquimiques no permeten diferenciar entre mMRNAs citoplasmatics i possibles
contaminacions no eliminades de la fraccid nuclear. Per tot aixd, es va dissenyar una
estratégia ortogonal per demostrar la preséncia d’'intré 16 de CaMKlla al citoplasma i
dendrites de les cél-lules neuronals estudiades.

Es va realitzar una hibridacio in situ fluorescent de molécula Gnica (smFISH, per les
seves sigles en anglés single molecule Fluorescent In Situ Hybridization), utilitzant el
“ViewRNA™ |SH Cell Assay Kit’ (Affymetrix) (veure meétodes) **°. Estudis previs
d’altres laboratoris I'han utilitzat per avaluar el transcriptoma neuronal amb una
resolucié6 de molécula dmRNA Unica %' | a figura 10A mostra una imatge
representativa del resultat de la smFISH a neurones hipocampals cultivades in vitro
durant 14 dies. En vermell es pot veure el senyal obtingut amb les sondes contra I'intré
16, en verd la provinent de les sondes contra la part exonica de CaMKlla, i en blau una
immunofluorescéncia contra MAP2, una proteina d’unié a microtubuls utilitzada com a
marcador de dendrites '**. Conseqiientment amb les dades obtingudes per PCR
quantitativa, la figura mostra acumulacié de l'intré al nucli de la cél-lula (cercles amb
linies discontinues), perd també es detecta senyal provinent de les sondes contra
I'intré fora dels nuclis, no només al soma cel-lular, siné també a les zones distals de la
cel-lula, a les dendrites (detall a la figura 10B) Els resultats relatius al nombre de
punts i distribucio al soma i les dendrites de la sonda contra els exons de CaMKlla
concorden amb els obtinguts per altres grups mitjangant la mateixa aproximacio *°.

A la imatge representativa s’observa manca de colocalitzaci6 entre el senyal provenint
de les sondes introniques i les exoniques. Si I'intré 16 esta retingut a 'mRNA de
CaMKlla, esperariem tenir senyal exonica adjacent sempre que hi hagués un intr6
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detectat, perd aixd només succeia amb un 15% dels punts de smFISH intronics (detall
de la deteccid a la figura 10C, quantificacié a figura 10D, temps zero). El fet que al
primer apartat trobéssim 'mRNA de CaMKlla que reté I'intré 16 a la fraccié subcel-lular
de granuls d’'RNA (figura 6E) ens va portar a pensar que la manca de colocalitzacio
podia ser deguda a problemes en la deteccié de 'mRNA per les sondes de smFISH.
Els granuls d’RNA son estructures que contenen entre altres elements mRNAs,
ribosomes i proteines, amb un grau de complexitat i compactacié altes. A *** es
demostra que els mMRNAs que viatgen en aquests granuls no son accessibles per a les
sondes de FISH, i que desfent aquests granuls via estimul o tractament amb proteases
el nombre de particules d'mRNA detectades per smFISH augmentava
significativament.

Per comprovar si aquest era el nostre cas, es va realitzar una smFISH com a la figura
10A, pero digerint amb pepsina després de fixar les cél-lules i abans de realitzar la
hibridaci6 amb les sondes *** desfent aixi els granuls d’'RNA. La quantificacio
d'aquests experiments (figura 10D) mostra un increment significatiu de la
colocalitzacio intr6-ex6 dependent del temps de tractament amb pepsina. Com s’ha
comentat anteriorment, sense tractament aproximadament un 15% dels introns
detectats tenen un ex6 adjacent, tractant 3 minuts amb pepsina aquest percentatge
s’incrementa fins a un 35%. Tractar amb pepsina durant més temps comprometia la
integritat de les cél-lules en cultiu fins al punt de fer no interpretables els resultats de la
smFISH. Tot i aixi, els resultats obtinguts i la dependéncia de la colocalitzaci6 en el
temps de digestié amb proteasa suggereixen que l'intré 16 i els exons de la CaMKlla
estan adjacents dintre de la cél-lula, i que la manca de colocalitzaci6 és deguda a
limits técnics dels procediments utilitzats.
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Figura 10. L’intré6 16 de CalMKlla esta present a dendrites neuronals i colocalitza amb ’'mRNA
totalment processat

A. Imatge representativa de la smFISH (intr6 16 en vermell i exons de CaMKIlla) i immunofluorescencia
(MAP2) realitzades a cel-lules hipocampals cultivades in vitro a 14 DIV. B. Detall de la imatge a A,
mostrant el senyal que proveé de l'intré 16 a les dendrites. C. Detall de la detecci6 dels punts provenint de
la smFISH amb el software ImageJ. D. Quantificacié de la colocalitzacié (distancia inferior a 1 um) del
senyal provenint de I'intré 16 i 'mRNA de CaMKIlla amb diferents temps de tractament amb pepsina. Cada
barra representa dos experiments independents i I'interval de confianga (a=0.05).

Per caracteritzar la localitzacié dintre de la neurona de ImRNA de CaMKlla que reté
l'intré6 16, es van plantar neurones hipocampals a cameres de PDMS “AXIS™ Axon
Isolation Device, 900 pm” (AX90010, Millipore). En aquestes cameres, les neurones es
planten a uns canals rectangulars, dels quals emergeixen microcanals amb unes
dimensions que permeten el pas de dendrites i axons, perd no dels somes cel-lulars,
aillant aixi cossos i nuclis neuronals de les seves dendrites **'%?, Després de cultivar
neurones hipocampals in vitro en aquestes cameres durant 14 dies, es va realitzar una
smFISH. La figura 11A mostra a I'esquerre una porcio del canal que conté els somes
cel-lulars, i a la dreta un microcanal, contenint diverses dendrites. S’observa que els
introns arriben no només a les dendrites, sin6 a les seves arees més distals. El detall a
la figura 11B mostra les zones meés distals de les dendrites, amb la
immunofluorescéncia més exposada per mostrar que tots els punts, tant intronics com
exonics, colocalitzen amb MAP2.

La distribuciéo soma-citoplasma dels punts de CaMKIlla exonica concorda amb resultats
publicats per altres grups >° perd la quantificacié6 dels mRNAs de CaMKlla que
contenen l'intré6 16 mostra que es fan més abundants a mesura que avancem en la
dendrita. El percentatge d'intr6 16 fet relatiu a la CaMKIlla total és significativament
més elevat a la dendrita proximal (10%) que al citosol (3%), i encara mes a zones més
distals de les dendrites, arribant a constituir un 30% de les particules de CaMKlla
(figura 11C)
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Figura 11. L'mRNA de CalMKIla esta particularment enriquit a zones distals de les dendrites

A. Imatge representativa d’'un microcanal de les cameres de cultiu de PDMS. Les neurones hipocampals
van ser plantades en aquest dispositiu per separar dendrites de cossos cel-lulars. Als 14 DIVs, es va
realitzar la smFISH (en verd CaMKlla mRNA, en vermell intré 16) i immunofluorescéncia (amb anticossos
especifics contra MAP2, en blau). La imatge inferior mostra la detecci6 amb FociJ del senyal de la
smFISH. B. Detall de la zona més distal de les dendrites, amb el senyal de MAP2 incrementada
digitalment, per tal de mostrar que tots els punts de la smFISH es localitzen a dendrites MAP2 positives.
C. Quantificaci6 de la smFISH a A. Percentatge de particules introniques (n=515) relatives a les
exoniques (n=3997) a citosol i diferents distancies al soma. Es mostra el rati i l'interval de confianga
(a=0.05).

5. Interaccié de I'intré 16 de CalMKIlla amb la proteina d’unié a mRNA Staufen2

El transport d'mRNAs a dendrites és un dels mecanismes de regulacié
postranscripcional que utilitzen les neurones per poder respondre rapidament i amb
precisio a estimuls locals. Com que l'intr6 16 es trobava a zones encara més distals
gue la CaMKlla exonica, vam hipotetitzar que podia contenir a la seva seqiéncia
elements d’'unié a proteines de transport dmRNAs, que li podien conferir capacitats de
transport extres o diferents de les descrites al 3'UTR de CaMKlla (veure introduccio).

Es coneixen moltes proteines que regulen el transport dmRNAs i la seva traduccié
local, vam testar la unié a I'intré 16 de proteines que uneixen mMRNAs i els transporten
a dendrites. ZBP uneix el 3UTR de B-actina, i €s important per al seu transport i
traduccié a dendrites i axons ®*, CPEB1 uneix el 3UTR de la CaMKlla, entre altres
mRNAs, inhibint la seva traduccié **%. Staufenl interacciona amb Kif5, responsable
del transport de granuls d’RNA on s’ha detectat CaMKlla **. Staufen2 és un marcador
de granuls d’'RNA % per al que s’ha demostrat la interaccié especifica amb I'mRNA
de CaMKlla . Es va testar la capacitat d’aquestes quatre proteines dunir
especificament I'intré 16 de CaMKIlla. Per tal d’excloure les interaccions que hi pogués
haver amb el 3'UTR endogen de la CaMKIla es va fer servir un sistema completament
heteroleg. Es van cotransfectar les proteines fusionades a FLAG i un gen reporter
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(ZsGreen) fusionat a la sequéncia de l'intré 16 a cél-lules HEK293T, que no expressen
CaMKIila endogena, i es va analitzar la interacci6 immunoprecipitant la proteina
marcada amb anticossos anti-FLAG, relativitzant els resultats a un gen endogen de les
HEK293T que no esta relacionat amb el transport a dendrites (Tata-box binding
protein, TBP).

L’analisi per PCR quantitativa de I'enriquiment del gen reporter en la fraccio
immunoprecipitada (comprovacioé IP a figura 12A) contra I'extracte total mostra que
Staufen2 interacciona amb l'intr6 16 de CaMKlla 4 vegades més que amb el gen
control TBP, i aquest enriguiment és significativament major que el trobat per
Staufenl, CPEB1 o ZBP (figura 12B). Staufen2 és una proteina d’unié a RNA de
doble cadena (dsRNA), per tant, es podria argumentar que la unié no és especifica per
a l'intré 16, sind que aquest senzillament fa més estructures secundaries que el gen de
les HEK293T utilitzat com a control, i aquestes estructures sén reconegudes de forma
no especifica per Staufen2. Per demostrar I'especificitat de la interaccio, vam repetir
I'experiment només per Staufen2 marcat amb FLAG, contransfectant també el gen
reporter ZsGreen fusionat a la sequéncia de l'intrd 16 o bé l'intré 9 de CaMKlla com a
control d’especificitat. De nou, es van fer relatius a TBP els enriquiments del gen
reporter a la fraccié immunoprecipitada contra I'extracte total. Staufen2 interaccionava
significativament mes amb [l'intré6 16 que amb [l'intré 9, demostrant I'especificitat de la
interaccio (figura 12C).
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Figura 12. L’intré 16 de CaMKIlla interacciona amb Staufen2

Cel-lules HEK293T es van cotransfectar amb ZsGreen-116 i ZBP / CPEB1 / Staul / Stau2 fusionades amb
FLAG.

A. L'eficiencia de la IP va ser comprovada per western blot amb anticossos contra FLAG. B. A cel-lules
transfectades com a A, es va analitzar per PCR quantitativa I'enriquiment de 'mRNA del gen reporter
ZsGreen unit a l'intré 16 a la fraccié immunoprecipitada comparant-la amb l'input. La unié no especifica
d’'mRNA als anticossos va ser corregida mesurant els nivells de ImRNA endogen de HEK293T TBP. Es
mostra la mitjana de tres experiments independents i I’error estandard de la mitjana. C. Com a B, pero
cotransfectant FLAG-Staufen2 o FLAG sol com a control amb ZsGreen-116 o ZsGreen-19 per testar
I'especificitat de la unio.
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Per acabar de demostrar que la interaccié d’Staufen2 amb I'mRNA de l'intr6 16
succeeix a nivells endogens i no és un artefacte de sobreexpressié, es van
immunoprecipitar Staufenl i Staufen2 amb anticossos especifics, utilitzant com a input
extracte de cervell adult de ratoli (del qual s’havien eliminat els nuclis per
centrifugacio). Es va comparar per PCR quantitativa I'enriquiment de l'intré 16 contra la
resta d’introns de CaMKlla a l'input i a les fraccions d'immunoprecipitacié d’Staufen1,
d’'Staufen2 i d’un anticos control. A la IP d’Staufen2, I'enriquiment de l'intré 16 era 2,5
vegades més gran que a linput, i significativament més gran que a les IPs anti-
Staufenl i control (figures 13A i B).
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Figura 13. L’'mRNA de CaMKlla que reté I'intré 16 interacciona a nivells endogens amb Staufen2
Extractes de cervell de ratoli adult, dels quals s’havien eliminat els nuclis per centrifugacid, van ser
utilitzats com a Input per una immunoprecipitaci6 amb anticossos control, contra Staufenl o contra
Staufen2.

A. L'eficiencia de la IP es va comprovar per western blot amb anticossos especifics. B. Com a A, es van
mesurar per PCR quantitativa els nivells d’intré 16 retés a CaMKlla a les fraccions Input i IPs, comparant-
les amb els nivells d’altres introns no retinguts. Es mostra la mitjana de tres experiments independents i
I'error estandard de la mitjana.

Com s’ha comentat anteriorment, és conegut que Staufen2 uneix el 3UTR de CaMKlla
191 i nosaltres hem demostrat que també uneix especificament la seqiiéncia de l'intré
16. Aquests dos fets ens van portar a pensar ambdues formes de CaMKIla, la exonica
i la que reté lintr6 16, podrien estar compartint compartiments cel-lulars i potser
mecanisme o granul de transport. Tot i que és un tema discutit, la majoria d’estudis
apunten al fet que els mRNAs viatgen en granuls que contenen una Unica molécula
d'mRNA ™, es coneix que les proteines de la familia d’Staufen tenen un domini de
dimeritzacié '*. També es conegut que el mecanisme de creaci6 i assemblatge de
proteines i mMRNAs als granuls depen de dominis intrinsecament desordenats, creant
estructures molt complexes '*’. Per tot aixd es va considerar provar si lintr6 16 de
CaMKlla era capa¢ d’interaccionar amb 'mRNA exonic de CaMKIla. Per demostrar
aixo es va transfectar l'intr6 16 de CaMKlIla fusionat al gen reporter habitual (ZsGreen)
i @ una sequéncia dmRNA anomenada MBS (de l'anglés, MS2 Binding Protein),
aguesta seqlencia uneix especificament la proteina MCP (MS2 Coat Protein) (veure
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metodes). D’aquesta forma, marcant MCP amb FLAG, es podia immunoprecipitar la
proteina MCP, copurificant aixi el nostre gen reporter i l'intré6 16 transfectats. Es va
cotransfectar el contstructe ZsGreen-Intro1l6-MBS juntament amb la proteina FLAG-
MCP (diagrama a figura 14A) a la linia cel-lular N2a (que a diferéncia de les
HEK293T, expressa 'mRNA de CaMKlIla). Es va analitzar la preséncia de CaMKlla
endogena de les N2a a 'immunoprecipitat, comparant-lo amb una IP control que tenia
el gen ZsGreen i la seqiiéncia MBS, perd no I'intré 16.

La figura 14B mostra el resultat de I'enriquiment del gen reporter ZsGreen (control o
fusionat amb lintré6 16) contra el gen TBP, utilitzat de nou com a control. Es veu
clarament que als tres experiments realitzats el sistema d'immunoprecipitacié d’RNA
basat en la interacci6 MBS-MCP funciona, ja que enriquim entre 15 i 25 vegades més
el nostre gen reporter ZsGreen fusionat a MBS que el gen control TBP. A més, es pot
veure que I'enriquiment del gen no depén de la preséncia o abséncia de la seqliéncia
de l'intré 16. Per tal de mesurar si 'mRNA de CaMKIlla endogen de les cél-lules N2a
interaccionava o no amb la seqiéncia de lintré 16 transfectada, es va analitzar per
PCR quantitativa la quantitat d'mRNA endogen de CaMKlla que copurificavem en
immunoprecipitar ZsGreen-intro16-MBS o ZsGreen-MBS com a control. La figura 14C
mostra que l'intré copurificava mes del doble dmRNA de CaMKlla endogena de les
N2a que el constructe control, indicant una interaccid, si més no indirecta, entre els
dos mRNAs.
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Figura 14. L’intr616 de CaMKlla interacciona amb mRNAs de CaMKIlla totalment processats

Es van cotransfectar a cel-lules N2a (que expressen de forma endogena CaMKIla) constructes que
expressen ZsGreen-Intro16-MBS, o ZsGreen-MBS com a control, amb MCP-FLAG (veure meétodes).
A. Esquema del sistema utilitzat per mesurar la interacci6 mMRNA-mRNA. B. A N2a transfectades amb els
constructes explicats a A. Es va realitzar un crosslink amb formaldehid durant 10 minuts i es va
immunoprecipitar FLAG-MCP. Es mostra I'andlisi per PCR quantitativa de I'enriquiment de ZsGreen a la IP
contra linput, fent relatiu al gen endogen de N2a TBP. Les barres mostren la mitjana i interval de
confianca (a=0.05) de triplicats técnics. C. Als mateixos experiments que a B es va analitzar per PCR
quantitativa I'enriquiment de 'mRNA endogen de CaMKIlla contra I'input, contra el gen endogen de N2a
TBP.

6. Els nivells de mRNA de CaMKIla que contenen intré 16 responen a estimuls
sinaptics

Hem demostrat fins ara que l'intré6 16 de CaMKIlla es reté en una fraccio de 'mRNA
madur, estant particularment enriquit en zones distals de les dendrites neuronals i que
interacciona amb Staufen2, compartint compartiments cel-lulars I'mRNA CaMKilla
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exonic. El fet que 'mRNA que conté l'intré 16 s’incorpori en granuls d’'RNA per si sol fa
pensar que viatja en un estat traduccional reprimit **®. A més, Staufen2 interacciona
amb moltes proteines responsables i marcadores del silenciament de la traduccio
d’'mRNAs, com CBP80 i PABPN1 . Amb totes aquestes dades, vam hipotetitzar que
els nivells dendritics de I'intré 16 contingut a CaMKIla devien estar transportats en un
estat de traducci6 reprimida, esperant un estimul per a ser alliberats del granul d’'RNA i
possiblement traduits.

Per demostrar si els nivells del nostre intré retingut responien a estimuls sinaptics,
primer es van purificar sinaptoneurosomes funcionals de cervell de ratoli adult
mitjangant gradients de Percoll (**, veure métodes), un cop purificats, es van estimular
durant 30 minuts a 37°C amb 200 ng / mL BDNF, 50 ug / mL NMDA o amb vehicle per
al cas control. Després de 'estimulacié es va obtenir 'RNA i es va realitzar una PCR
gquantitativa per analitzar els nivells de CaMKI/la exonica i de la isoforma que conté
lintr6 16. La figura 15A mostra que els nivells dmRNA que conté lintr6 16 es
redueixen un 50% després de I'estimulacio tant amb BDNF o NMDA, utilitzant com a
normalitzador el nivell mRNA de CaMKIla exonica. Per donar robustesa es va
realitzar una altra aproximacio, repetint I'estimulacio amb BDNF, perd sobre neurones
hipocampals cultivades durant 14 dies. L’analisi dels nivells d'mRNA a les dendrites
per smFISH indica també una reduccid en el nombre de particules d’intr6 16
comparant amb les particules de CaMKIlla exoniques (figura 15B).
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Figura 15. Els nivells d’intré 16 retés a CaMKlla varien en resposta a estimul sinaptic

A. Sinaptoneurosomes funcionals es van obtenir de cortex de ratoli adult mitjangant gradients de Percoll.
Es van estimular durant 30 min a 37°C amb 200 ng / mL BDNF, 50 pg / mL NMDA o vehicle.
Posteriorment es van analitzar els nivells d’intré 16 retingut contra el total de mRNA de CaMKIlla per PCR
quantitativa. Cada barra mostra un experiment independent, fet relatiu al cas control, i I'interval de
confianga (a=0.05). B. Es van estimular neurones hipocampals en cultiu a 14 DIVs amb 200 ng / mL de
BDNF o vehicle durant 30 min. Després es van fixar i es va realitzar una smFISH. Cada punt mostra el
percentatge d'intré 16 relatiu a 'mRNA de CaMKiIla total quantificat a una imatge amb diverses neurones
(n=20 imatges, els somes neuronals es van ometre a la quantificacid). La barra horitzontal gruixuda
mostra la mitjana i les primes l'interval de confianga (a=0.05).

La retencié de l'intré 16 a 'mRNA madur de CaMKlla fa que hi aparegui un codo
STOP a la seqliéncia de I'intré, quedant una unié entre exons (EJC, de I'anglés Exon
Junction Complex) downstream del codé STOP (diagrama a la figura 16A). Esta
demostrat que la presencia d’EJC després del codé STOP de 'mRNA provoquen la
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seva degradacié per una via anomenada NMD (de l'anglés Nonsense Mediated
Decay). Aguest mecanisme utilitza i necessita la primera ronda de traduccidé per
detectar transcrits amb mutacions que provoquen un codé STOP prematur i degradar-
los **°, perd també és una forma més de regulacié posttranscripcional de molts gens
neuronals “**,

Per comprovar si la via NMD era la responsable del canvi en els nivells dmRNA de
CaMKlla amb I'intr6 16 detectats, vam repetir les estimulacions amb BDNF com a la
figura 15A amb o sense cicloheximida per aturar la traduccidé, necessaria per
desencadenar NMD. Els sinaptoneurosomes funcionals requereixen una preparacio
molt rapida, i perden funcionalitat a mesura que passa el temps, de forma que per
poder tractar amb cicloheximida i les estimulacions pertinents, aixi com per demostrar
l'efecte dels estimuls en un altre sistema, es van estimular les neurones corticals en
cultiu (18-20 DIVs) amb 200 ng / mL de BDNF, en preséncia o abséncia de
cicloheximida, afegida 10 minuts abans de l'estimulacié. Després dels 30 minuts
d’estimulacio, les cél-lules es van recollir i es va aillar la fraccio sinaptoneurosomal per
filtraci6 (veure meétodes). Els nivells d’intr6 16, CaMKlla, Gapdh com a control de
carrega i Arc com a control positiu d’NMD es van analitzar a aquesta fraccio
sinaptoneurosomal per PCR quantitativa. Als sinaptoneurosomes de les cél-lules
tractades amb BDNF els nivells de CaMKlla que conté lintr6 16 es reduien
significativament, aproximadament un 60%. La cicloheximida per si sola no tenia cap
efecte, perd era capacg de rescatar els nivells d’intré 16 quan s’aplicava juntament amb
el BDNF (figura 16B). Com s’esperava, els nivells de CaMKlla exodnica no es
modificaven significativament ni amb BDNF ni amb cicloheximida, ja que CaMKila, si
no reté lintrd, no és un mMRNA candidat per degradacié via NMD (figura 16C). El
control positiu per NMD, 'mRNA d’Arc, es modulava en resposta a BDNF i
cicloheximida de la mateixa manera que I'mRNA de CaMKIlla que reté l'intré 16 (figura
16D).
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Figura 16. La disminucié en els nivells d’mRNA que contenen I'intré 16 en reposta a estimul depén
de la seva propia traduccio

Cultius corticals in vitro a 18-20 DIVs van ser tractats amb actinomicina D (10 pug / mL) durant una hora
abans de I'estimulaci6 amb 200 ng / mL BDNF o vehicle durant 30 min. Quan s’indica, 25 pg / mL de
cicloheximida van ser afegits 5 min abans de Il'estimulacié. Després del temps indicat, la fraccio
sinaptoneurosomal va ser purificada per filtracié (veure metodes).

A. Esquema de 'mRNA de CaMKilla retenint I'intré 16. Es mostra el codo STOP normal present al final de
la ORF a I'ex6 18 i el codé STOP introduit per I'intrd 16, amb la unié entre I'ex417 i 'ex618 downstream.
B. Els nivells d’intré 16 retesos a CaMKIla van ser mesurats per PCR quantitativa, relativitzats contra
I'mRNA de Gapdh. Les barres mostren la mitjana de tres experiments independents i I'error estandard de
la mitjana. C. Els mateixos experiments que a B. Es mostren els nivells de CaMKIla totals relativitzats a
Gapdh. D. Com a C, es mostren els nivells dmRNA d’Arc relatius a Gapdh.

7. Staufen2 regula els nivells de ’'mRNA de CaMKlla que conté I'intr6 16
modulant la seva estabilitat

Fins ara hem demostrat la preséncia de I'intr6 16 a les dendrites neuronals, la seva
interacci6 amb Staufen2, i la resposta dels seus nivells a sinaptoneurosomes i
dendrites a estimuls sinaptics, degradant-se en resposta a la seva propia traduccio.
Com s’ha dit anteriorment, altres estudis ja han demostrat la unié d’Staufen2 amb
proteines encarregades de silenciar la traduccid, per tant és probable que a nivell
endogen, els nivells d’intrd 16 estiguin estabilitzats per Staufen2, que protegeix l'intré
16 de la seva propia traduccié fins que arriba I'estimul local adient.

Per demostrar la relacié entre Staufen2 i lintré 16 es van disminuir els nivells
endogens d’Staufen2 mitjangant lentivirus que expressaven un shRNA que tenia com a
diana 'mRNA endogen d’Staufen2, o bé un shRNA control que tenia com a diana el
gen de la Luciferasa (un gen que no esta present al genoma del ratoli). Es van infectar
neurones corticals de ratoli a 3 DIV i es van cultivar fins a 14 DIV, la figura 17A mostra
I'eficiencia de I'shRNA. Es van recollir les cél-lules i es van separar les fraccions
citoplasmatica i nuclear per centrifugacio, analitzant per PCR quantitativa els nivells
d’intr6 16 retés a CaMKlla i relativitzant-los a 'mRNA control Gapdh. Les cél-lules amb
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nivells reduits d’Staufen2 presenten nivells significativament disminuits d'mRNA de
CaMKiIla retenint l'intré 16 al citoplasma, amb els nivells nuclears no afectats (figura
17B), fet que descarta la implicacié d’Staufen2 a la transcripcid, transport nucli-
citoplasma o procés de retencié de lintr6 16. L'mRNA exodnic de CaMKI/la no estava
afectat per la disminucio dels nivells d’Staufen2 (figura 17C). Aquest resultat demostra
la relacié de Staufen2 amb l'estabilitat de l'intré 16. El fet que només afecti els nivells
citoplasmatics i que no afecti CaMKlla si no reté l'intrd, reforga la hipdtesi de traduccio
i NMD com a mecanisme de degradacio, modulat per Staufen2.
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Figura 17. Els nivells d’intré 16 a ’'mRNA de CaMKlla depenen d’Staufen2

Ceél-lules corticals en cultiu es van infectar amb lentivirus expressant shRNA control o contra Staufen2 a 3
DIVs, i a 14 DIVs es van recollir.

A. Es mostra el western blot demostrant I'efecte de I'shRNA contra Staufen2. B. A cél-lules corticals
infectades com a A, es van separar els nuclis del citoplasma per centrifugacié diferencial (veure metodes),
i els nivells d'intré 16 a 'mRNA de CaMKIla es van mesurar per PCR quantitativa, fent els resultats
relatius a l'intré 15. Les barres mostren la mitjana de tres experiments independents i I'error estandard de
la mitjana. C. Com a B, pero mesurant els nivells d'mRNA de CaMKlla a la fraccié citoplasmatica, relatius
a Gapdh.

Per demostrar que Staufen2 reduia els nivells d’intré 16 retés al citoplasma afectant la
seva estabilitat, vam bloquejar la transcripcié de novo amb actinomicina D (10 pg / mL)
a cél-lules N2a en les que s’havia inhibit via shRNA o sobreexpressat (figures 18A i B,
respectivament) Staufen2. Els nivells totals d’intr6 16 retés a ImRNA de CaMKila es
van mesurar per PCR quantitativa 2, 4 i 8 hores després d’aturar la transcripcié. Els
resultats mostren clarament que I'estabilitat de I'intré 16 depén dels nivells d’Staufen2,
disminuint amb I'shRNA i augmentant amb la sobreexpressio.
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Figura 18. Staufen2 afecta els nivells d’intr6 16 a ’'mRNA de CaMKIla modulant la seva estabilitat
A. Cél-lules N2a es van transfectar amb plasmids expressant shRNA control o contra Staufen2, 48 hores
més tard es va aplicar actinomicina D (10 pg / mL) i es va purificar 'RNA després del temps indicat. Els
nivells d’intré 16 es van analitzar per PCR quantitativa, fent els resultats relatius a 'mRNA control eEF1AL.
Cada punt mostra la mitjana de tres experiments independents i I'error estandard de la mitjana. B. Com a
A, pero transfectant les N2a amb plasmids expressant Staufen2 o GFP com a control, i aplicant
actinomicina D 24 hores després.

Per demostrat que I'efecte de la disminucid en els nivells de Staufen2 sobre ImRNA
que conté lintré 16 afectava també als seus nivells a dendrites, es van infectar cultius
hipocampals amb I'shRNA contra Staufen2 a 3 DIV i a 14 DIV es van fixar i es va
realitzar una smFISH. A la figura 19A es mostra la quantitat de punts intronics relatius
als punts exonics a cada dendrita individual. Es pot veure una reducci6é significativa
d’un 50% en les dendrites amb nivells reduits de Staufen2. En canvi, els valors
absoluts de senyal provenint de la sonda contra els exons de la CaMKlla no estan
afectats per la disminucié en els nivells d’Staufen2 (figura 19B).
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Figura 19. Staufen2 és necessari per la localitzacié dendritica de ’'mRNA de CaMKlla que conté
I'intré 16

Es van infectar neurones hipocampals a 3 DIVs, i es van fixar i sotmetre a smFISH amb sondes contra
I'intré 16 i contra 'mRNA de CaMKIlla a 14 DIV.

A. Cada punt mostra el percentatge d’introns relatius a 'mRNA de CaMKIla total a una dendrita individual
(n=46 dendrites). Les linies horitzontals gruixudes mostren la mitjana, i les primes l'interval de confianca
(a=0.05). B. Com a A, pero analitzant els nivells de totals d'mRNA de CaMKIla per smFISH a les mateixes
dendrites.

8. L’expressié exogena de I'intré 16 afecta la distribucio i expressioé de ’mRNA
de CaMKlila

Altres grups han demostrat préviament la capacitat de sequiiéncies contingudes als
introns per afavorir el transport del seu mRNA. 3 demostra que els elements ID
continguts als introns que es retenen, quan s’expressen de forma exdgena fusionats a
un gen reporter modifiquen la seva distribucié subcel-lular, competint amb els introns
retinguts endogens. La sobreexpressié d’aquests ID elements a neurones fins i tot
comprometia la distribucié de la proteina endogena, demostrant que les seqiiéncies
que formen part de l'intré i 'mRNA endogen del mateix gen comparteixen mecanismes
de transport a dendrites.

Les dades obtingudes fins ara per nosaltres demostraven que els mRNAs de CaMKIla,
contenint o no l'intré 16, interaccionen entre ells i amb Staufen2, i sén transportats en
un estat de traduccié reprimida a dendrites. Consequentment, l'intré 16 podia tenir
algun efecte sobre la localitzacido i expressio de CaMKlla. Per testar aquesta
possibilitat es van transfectar neurones a 10 DIV amb el gen reporter ZsGreen fusionat
a la sequéncia de l'intré 16 de CaMKIla, o bé sol com a control negatiu. Es va deixar
que el plasmidi exogen s’expressés durant 24 hores i es van fixar les cel-lules,
realitzant una smFISH per mesurar l'efecte de la sobreexpressido de l'intré sobre
I'mRNA endogen de CaMKiIla. L’expressié de l'intr6 16 augmentava significativament
el nombre d’'mRNAs completament processats de CaMKIla a les dendrites neuronals,
sense afectar el seu nimero al soma cel-lular (figura 20A i B).
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Figura 20. L’intr6 16 de CaMKIla modula el transport a dendrites de ’mRNA totalment processat de
CaMKlila

Es van transfectar neurones hipocampals a 10 DIVs amb ZsGreen-116 o ZsGreen com a control, i GFP
per poder identificar les neurones transfectades. Es van fixar les cel-lules 24 hores més tard i es van
analitzar els nivells i distribucié de CaMKlla per smFISH, utilitzant aquesta vegada només la sonda contra
els exons de CaMKilla.

A. Es mostra una imatge representativa de cada condicié. B. Quantificacié del panell A, foci de mRNA de
CaMKlla per um a 36 dendrites de 15 neurones transfectades amb ZsGreen i 33 dendrites de 14
neurones transfectades amb ZsGreen-116. La linia gruixuda mostra la mitjana i les primes linterval de
confianga.
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Discussio

1. La retencié de I'intr6 16 de CaMKIla genera una nova isoforma d’splicing de
CaMKIlla que és exportada al citoplasma

L’analisi preliminar d’aquest treball mostra el desequilibri intronic de tres gens
importants per a la funcidé sinaptica, dels quals es coneix que sbén transportats a
dendrites *°. El fet que es trobin introns enriquits a tots els gens analitzats concorda
amb estudis recents que analitzen en massa mRNA citoplasmatic, en general, aquests
estudis basats en seqtienciacié d’'RNA troben que la retencié intronica és un fenomen
que afecta una proporcié important dmRNAs *°.

Aquesta tesi es centra en el desequilibri intronic de 'mRNA de CaMKila. A part de la
retencio de l'intré 16, s’observa que l'intré6 14 de CaMKIlla també apareix retés en
algunes mostres (figures 4 i 6), concretament en aquelles que provenen de teixit
embrionari o de les cél-lules de neuroblastoma de ratoli N2a. L’'RNA obtingut de
citoplasma o de granuls d’RNA de cervell adult no retenen l'intré 14, perd si el 16. Com
s’ha explicat a la introduccid, estudis recents ja han estudiat la retencié intronica en el
context de desenvolupament neuronal, com a mecanisme de control
posttranscripcional de gens que no seran necessaris fins a estadis del
desenvolupament més avancats. Tot i que aquests estudis no analitzaven el gen de
CaMKlla, seria un gen candidat a la repressio posttranscripcional que descriuen, ja
gue la seva expressioé i funcié se circumscriuen a les neurones totalment diferenciades.
A més, la sequéncia de l'intr6 14 conté dianes d’'unié a PTBP1 (seqliéncies riques en
polipirimidines), de forma que la seva retencid succeeix probablement amb el
mecanisme i funcié que ja han estat descrits per altres estudis "%,

En canvi, el mecanisme responsable per la retencié de I'intré 16 semblava recaure en
la seva unié amb I'ex6 previ, extremadament poc frequent i no ajustada al consens de
cap dels dos tipus d’splicing (U2 i U12) **2. De nou, la seva retencié concorda amb
estudis previs que relacionen els llocs d’splicing febles amb la retenci6 dels introns que
segueixen '*3. La preséncia d’'un intr6 normalment provocaria la retencié nuclear de
'mRNA que el conté, perd ja es coneixen determinats introns que contenen
sequéncies responsables per la seva exportacié al citoplasma. El cas més estudiat per
aquest mecanisme és l'intré 10 retés al gen de Nxfl, la seva sequencia conté un
element anomenat CTE, que promou la seva exportacié unint la mateixa proteina Tap
(codificada per Nxfl). Aquests elements CTE mostren un gran grau de conservacio
entre diferents espécies '**. Tot i que l'intré 16 de CaMKlla no conté elements CTE, el
seu 5 també presenta una alta conservacio (figura 5), fet que suggereix que duu a
terme una funcié important, possiblement és responsable de I'exportacié de l'intré 16
contingut a 'mRNA de CaMKlla.

Per tot aix0, ens vam centrar en la retencié de l'intré 16 del gen de CaMKilla en el seu
MRNA madur i la seva preséncia al citoplasma de les neurones. Primer, I'is de dues
aproximacions ortogonals (PCR quantitativa i smFISH) donen robustesa als resultats,
aportant informacié complementaria sobre el procés de retencié intronica. Per una
banda, les sondes de qPCR utilitzades anellen a la unié exé-intro, de forma que només
detecten l'intré diana si aquest esta en un context d'mRNA, un intré transcrit sense
I'exo previ o processat i escindit de ’'mRNA no seria detectat. Per altra banda, aquesta
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analisi bioquimica de la preséncia d’introns a diferents compartiments cel-lulars parteix
d'un fraccionament previ per tal de separar els nuclis de la resta de components
cel-lulars, separant posteriorment, si escau, compartiments més especifics com
granuls d’RNA i sinaptoneurosomes. Tot i la comprovacio realitzada per western blot
dels diferents fraccionaments, no es pot descartar completament la contaminacié de la
resta de fraccions amb RNA provenint del nucli. Pel que fa a la smFISH, les sondes
utilitzades anellen amb la seqiiéncia de I'intrd, de forma que no seria possible discernir
entre un intro retés i un intr6 sol, fora del context de ’'mRNA, que escapés del nucli i
estigués present al citoplasma i dendrites neuronals, perd ens permet assegurar la
localitzacié subcel-lular de les particules d’RNA detectades.

La combinacié de les dues técniques ens permet afirmar que la deteccié via PCR
quantitativa de I'intr6 16 de CaMKlIla al citoplasma (extractes de cervell o de cél-lules
corticals cultivades in vitro als quals s’havien eliminat els nuclis per centrifugacio) no és
deguda a contaminacions nuclears, sind a la preséncia fisioldgica de la sequéncia
intronica, com demostren les imatges de la smFISH, on seqliéncies introniques sén
detectades fora del nucli de la neurona. A més, 'intr6 16 de CaMKlla no només va ser
detectat al citoplasma de les cél-lules, sin6 també a granuls d’'RNA de cervell i a
sinaptoneurosomes obtinguts de cél-lules corticals. De nou, aquesta analisi per gPCR
de diferents fraccions cel-lulars es confirma per smFISH, ja que no només es veu
senyal provenint de I'intr6 16 fora del nucli, siné que aquestes particules sén presents
a les dendrites de les neurones, i la seva proporcié respecte CaMKlla total va
augmentant a mesura que ens allunyem del soma.

Per superar les limitacions intrinseques a les técniques utilitzades, diferents
aproximacions per PCR quantitativa o semiquantitativa (depenent de la sequéencia a
analitzar) van ser utilitzades per assegurar que I'intr6 16 es reté en un context on la
resta de 'mRNA de CaMKIla ha estat processat completament, és a dir, que estem
davant un cas de retencid intronica. Aixi, tot i que és impossible demostrar
inequivocament la continuitat de tota la seqiiencia de 'mRNA que conté l'intré 16, el
fet que l'intré es retingui sencer i que els dos exons previs estiguin presents ens
permet afirmar que l'intré es reté en un MRNA gque per la resta esta completament
processat i conté tots els elements presents a 'mRNA totalment processat. Per ultim,
també per PCR semiquantitativa, es demostra que l'intrd esta retingut a la isoforma
més abundant i estudiada de CaMKIla, la que codifica per la proteina sencera.

2. L’intré6 16 de CaMKIila confereix 'mMRNA diferents interactors i localitzacio
subcel-lular

El cultiu de neurones a microcameres, aillant neurites dels cossos cel-lulars, suggereix
que lintr6 16 esta conferint els mMRNAs que el contenen propietats de localitzacio
addicionals a les dependents del seu 3'UTR. Els nostres resultats indiquen que la
sequencia de I'intré esta ajudant 'mRNA que el conté a ser transportat a punts més
distals.

Resultats similars estan descrits en treballs previs. Al cas de Robo3 i la seva forma
amb intro retés, I'intré esta controlant la traduccié de 'mRNA que el conté, silenciant-la
fins que un estimul molt determinat desencadena la seva traduccié local *°. Com al
nostre cas, 'ImMRNA que conté l'intré es beneficia de tots els determinants que conté
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I'mRNA completament processat, i a més l'intr6 li confereix capacitats reguladores
addicionals.

Els resultats de la localitzacioé a dendrites de I'intré 16 ens van portar a provar la seva
interacciéo amb diferents proteines d’unié a RNA, les interaccions demostrades en un
sistema heterdleg ens permeten afirmar que Staufen2 interacciona especificament
amb l'intré 16 de CaMKlla, i la immunoprecipitacid des de cervell de ratoli ens confirma
que aquesta interaccié succeeix in vivo. Com s’ha explicat a I'apartat d’introduccid, es
coneix l'interaccié del 3UTR de CaMKIlla amb CPEB, Staufenl i 2 i hnRNPA2 entre
altres.

Tot i que és complicat d’afirmar-ho inequivocament, el fet que 'mRNA amb l'intré
interaccioni amb més molécules d’'Staufen2 que I'mRNA totalment processat
concordaria amb la seva localitzacié més distal. Staufen2 participa en molts processos
relacionats amb el metabolisme d’'mRNAs, algunes de les quals concorden amb els
resultats observats en aquest treball. S’ha demostrat I'exportacioé al citoplasma de dues
isoformes Staufen2 per dues vies, depenent d’Exportinal o Exportina5 °'*°. La
disminucié dels nivells d’Exportina5 (relacionada amb I'exportacié al citoplasma de
rRNA, tRNA i de proteines d'uni6 a dsRNA™'*) resulta en I'acumulacié al nucli
d’Staufen2?, mentre que Staufen2*® genera per splicing alternatiu un NES (Nuclear
Export Signal) reconegut per Exportinal. A més, es coneix que Staufen2 entra i surt
del nucli, interaccionant també proteines del porus nuclear i d’altres relacionades amb
I'exportaci6 d'mRNA del nucli al citoplasma, com Tap '*®. Staufen2 podria estar
funcionant com adaptador per I'exportacido de determinats mRNAs al citoplasma, les
nostres dades mostren que els nivells citoplasmatics de I'intr6 16 retingut a CaMKlla
depenen d’Staufen2, perod els nivells nuclears no. En cas d’una funcié a I'exportacio,
esperariem una acumulacié nuclear del nostre intré en disminuir els nivells d’Staufen2.
Tot i que és possible que Staufen2 estigui intervenint en I'exportacié del nostre intro,
afectant els seus nivells citoplasmatics, perd que els nivells nuclears romanguin
estables a causa d’algun mecanisme de degradacio, I'explicaci6 que més encaixa
hipotetitza que Staufen2 podria entrar al nucli per marcar determinats mMRNASs,
comengant aixi 'assemblatge d’'un granul d’'mRNA que rebria la resta de components
en sortir al citoplasma cel-lular **°. Aquesta hipotesi explicaria la unié de l'intré 16 amb
Staufen2 i el seu posterior transport a parts distals de la cél-lula.

S’ha demostrat que Staufen2 és important per al transport de MAP1b, perd no de
MAP2 ni de CaMKlla. En canvi, la disminucié en els nivells d’Staufen1 per RNA
d’interferéncia si que afecten el transport a dendrites modulat pel 3'UTR de CaMKlla
123150 Es molt interessant que Staufen2 no moduli el transport ni els nivells de la gran
majoria d'mRNAs amb els que interacciona * i suggereix que pot tenir multiples
funcions, que poden variar depenent del propi mRNA al que s’uneixi. Les nostres
dades relatives a la localitzacio distal de 'mRNA que conté l'intré 16 es poden explicar
tenint en compte que el seu 3’'UTR conté també tots els elements necessaris per ser
transportat per Staufen1, i a la vegada, l'intré 16 reclutaria molécules d’Staufen2 que
conferirien ’'mRNA capacitat de ser transportat a zones més distals.

Aquesta explicacid es complementa amb descobriments recents d’altres laboratoris
sobre la formacié de granuls d’RNA. La investigacio de proteines que precipitaven en
resposta a l'aplicacié d’'una molécula organica o a baixa temperatura va identificar un
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enriquiment significatiu en proteines d’'unié a RNA i DNA. Aquesta precipitacio formava
fibres amiloides, diferents dels agregats prionics en el seu dinamisme i capacitat de
despolimeritzacid. El tret comu entre elles i necessari per a la seva agregacio eren
sequéncies de baixa complexitat *'. Staufenl era una de les proteines que
precipitaven, i l'analisi dels mRNAs que coprecipitaven amb aquests agregats
amiloides solapava molt amb els mMRNAs que s’'uneixen a Staufen2 en cervell adult de
ratoli, entre ells CaMK2a **¥’. Aquests estudis demostren que els agregats formats per
proteines amb dominis de baixa complexitat recluten selectivament altres proteines de
les mateixes caracteristiques, formant fibres homo o heterotipiques. Agquesta formacio
de fibres modulada per dominis de baixa complexitat depén de la concentracio
d’aquestes proteines, aixi, els UTRs dels mRNAs poden estar servint per aglutinar
diverses proteines d’'unié a RNA que contenen dominis de baixa complexitat, generant
una alta concentracio local d’aquests dominis i afavorint I'agregacié del granul
d’'mRNA.

Es pot hipotetitzar que 'mRNA que contingui I'intré 16 de CaMKIla, en interaccionar
aguest amb Staufen2, tindra una concentracié local de proteines formadores de
granuls d’'RNA més gran que ’'mRNA de CaMKIlla sense intro. Aixi, I'intr6 16 no només
aporta a 'mRNA més molécules d’Staufen2, sind que aquest augment fara que
I'mRNA pugui reclutar indirectament més efectors, que li poden donar més capacitat
de transport.

3. Els nivells d’mRNA de CaMKlla que reté l'intr6 16 responen a estimuls
sinaptics

Es poden hipotetitzar moltes funcions per a 'mRNA de CaMKlla que conté l'intr6 16,
tant a nivell ’RNA com codificant una proteina truncada. De qualsevol forma, el fet
que estigui present en cervell adult i que es transporti a regions encara més distals que
CaMKlla fa pensar que la seva funci6, com la de CaMKlla sense intr6, ha de
respondre a activitat sinaptica. L’intr6 16 conté codons STOP a tots els seus marcs de
lectura, de forma que, si es tradueix, hauria de degradar-se per NMD, ja que després
de l'intré 16 hi ha una uni6é ex6-ex0 entre els exons 17 i 18.

En principi es pensava que la funcié de 'NMD era exclusivament degradar mRNAs
gue contenien mutacions que generaven PTC, per evitar la seva traduccié en
proteines potencialment deletéeries, perd es coneixen diversos casos en qué un gen té
un intré al 3'UTR, creant aixi una unié ex6-exé downstream del codé STOP normal.
L’expressié d’aquests gens es regula posttranscripcionalment per NMD 2. En el
context sinaptic, 'mRNA del gen Arc és transportat a dendrites i traduit localment en
resposta a estimul, essent posteriorment degradat per NMD. Aguest mecanisme
permet a la ceél-lula controlar de forma molt precisa la quantitat de proteina que es
generara a partir d'un mRNA.

Hi ha diverses hipotesis per explicar perqué traduir un 'mRNA i degradar-lo
immediatament, la primera i més oObvia és la produccié d’una nova isoforma de
CaMKila. Donada la localitzacié de lintré 16, aquesta proteina contindria sencers el
domini quinasa, el domini autoregulador i el domini d’'uni6 a Calmodulina, pero
canviaria la meitat del domini de multimeritzacié. La longitud de la proteina no es
veuria afectada, passant de 478 a 487 aminoacids, pero a partir de I'aminoacid 401,
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I'intré codificaria per a 86 aminoacids diferents dels codificats pels exons 17 i 18 de
CaMKlla (figura 21B). El fet que un intr6 modifiqués I'ORF d’una proteina ja s’ha
investigat per altres gens, com s’ha exposat a la introduccid, els més coneguts son
Robo3 i Nxf1 *4,

Les funcions d’aquesta nova isoforma de CaMKIla amb diferent domini d’associaci6
son dificils d’hipotetitzar, ja que la seqliéncia d’aminoacids codificada per l'intré6 16 no
és homologa a cap sequiéncia proteica coneguda. A priori, el fet que pogués ser una
isoforma de CaMKlla que no multimeritzés sembla poc probable, estudis in vitro amb
una versio de CaMKIl sense el domini d’associacié mostren que CaMKIla monomerica
necessita nivells més alts de Calmodulina per activar-se'™®, ja que la seva
multimeritzacié facilita molt lautofosforilacid i per tant afavoreix ['adquisicid
d’'independéncia a calci **. Tot i aixi, no es pot excloure que els aminoacids codificats
per l'intré 16 modifiquessin 'activitat o la unié a substrats de la proteina, generant una
nova versio de CaMKlla lliure.

Una altra possibilitat seria una versio de CaMKIlla capa¢ de multimeritzar amb les
CaMKIlla que provenen de I'mRNA sense intré retés, conferint al dodecamer alguna
caracteristica addicional. Com s’ha comentat, existeixen quatre gens de CaMKlla, que
varien principalment en el linker entre el domini d’associacié i el domini autoregulador.
CaMKIIB per exemple, conté un domini d’'unié a actina i els heterododecamers que
continguin la isoforma B adquiriran aquesta capacitat **°.

En aquest sentit és interessant que els dominis d’associacié de CaMKlla contingui o
no l'intré 16 serien idéntics fins després d’'un domini molt conservat d’interaccié entre el
domini d’associacié i el domini quinasa de la subunitat adjacent dintre del dodecamer,
perd no inclouria la “interficie clip B”, encarregada de dificultar la unié a Calmodulina
1% D’aquesta manera, una subunitat de CaMKlla codificada per ’ImRNA que conté
I'intré 16 podria incorporar-se en un dodecamer i modificar la seva resposta a nivells
de calci (figura 21A, B, Ci D).
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A B
Domini quinasa Domini regulador ~ Domini d'associacio
116
i 2if’4 314 ‘ 4'i'5
D Domini interaccié hub - quinasa “\Reg:ié linker

DDomim' interaccid interficie Clip p

Figura 21. Estructura del dodecamer CaMKlIla i possible afectacié d’una subunitat codificada per
CaMKlla retenint I'intré 16

A. Dodecamer de CaMKlIla, es mostra en blau el domini quinasa de les diferents subunitats, i en gris els
dominis d’associacio, formant el “hub” central d’oligomeritzacio. En verd, la seqiiéncia d’'activacié. B.
Estructura d’'una subunitat de CaMKlla, mostrant els subdominis del domini final d’associacié
responsables de la interaccié hub-domini quinasa (blau) i hub-domini d’unié a Calmodulina (taronja). La
fletxa vermella marca el punt a partir del qual 'mRNA que reté I'intré 16 codifica per diferents aminoacids.
C. Es mostra en detall la dispocicid6 domini quinasa-domini d’associacio provocada pel domini d’interaccio
interficie Clip 3. Al detall enquadrat es mostra com el domini d’associacié blogueja I'accés al domini d’unié
a Calmodulina. D. Es mostra en detall la disposici6 domini quinasa-domini d’associacié provocada pel
domini d’interaccié hub-quinasa, pel qual el domini d’associacié de la subunitat A interacciona amb el
domini quinasa de la subunitat B.

Imatges extretes i adaptades de Chao LH., et al. 2011.

La regulacié dels dodecamers de CaMKIla és molt complexa, I'activacié via fosforilacié
de T286 necessita que dues subunitats adjacents estiguin unides a Calmodulina, motiu
pel qual es creia que CaMKlIla responia a la freqléncia d’entrada de calci de forma
estocastica, activant-se només quan justament dues subunitats adjacents unien
Calmodulina **°. Avui dia es creu que les diferents subunitats dintre del dodecamer
cooperen, i que la unié d’'una a Calmodulina sensibilitza les subunitats adjacents per
unir Calmodulina amb més afinitat **’. CaMKlla es tradueix en resposta a activitat
sinaptica **®, i els resultats presentats demostren que la isoforma que conté l'intré
també es tradueix al mateix context. D’aquesta manera, la isoforma intronica estaria
proporcionant, en resposta a estimul, una subpoblaci6 de CaMKII més sensible a
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l'activacié per Calmodulina, facilitant el manteniment de la senyalitzaci6 intracel-lular
en resposta a entrades de calci.

Una altra possibilitat que explicaria la preséncia de lintré6 16 i la seva degradacio
despres d’'un estimul sinaptic seria en la seva habilitat per formar granuls d’RNA. Hem
demostrat que l'intr6 16 de CaMKIla interacciona, tot i que sigui indirectament, amb
I'mRNA endogen, sense intrd, de CaMKlla. Si analitzem la seqlieéncia de nucleotids de
I'intr6 16 i la de CaMKIlla veiem que poden hibridar entre elles, formant un fragment de
dsRNA (figura 22).

381 526
| |
5'-AUG.. GUCAC AG U TCGUGACCUGA ARUCUGD T UC A Chd C G CCA  AGGD GG C U G ACACC. . HEE-3'
CAG U GGGG GGUGCA AGCCU GAG UGC GG CC Gh GCU GGG GCUGCUGUG G UGGCAGA  UGGCCU G UAG  GGAGGGG A CAG  AGGCA GGUUNGGGUUCGCAG G
I | LI HE e 1l RN e N A A U Y U || e NNy ool Ll el
GUC & UCUC CCACGU UCGGA CUC ACG UC GG CU CGh  CCC CGACGAUAC C ACUGUCU  ACCGGA U GUC  CCUUCCC U GUC  UUUG CUAGAUCCAGGCGUU C
3'-CUC. . UGUCA G U C GOCCCl U AU C C UCAA U G4 GUIT GG UUAC G ACGAA. . GUG-5'
| |
1860 1431

Figura 22. L’intr6 16 i la ORF de CaMKIla dimeritzen in silico
Interaccié Watson i Crick entre la seqliéncia de l'intrd 16 (abaix) i 'ORF de 'mRNA de CaMKIla en groc
codo Start, en vermell codo STOP). Prediccid realitzada amb IntaRNA, Wright PR., et al. 2014.

De la mateixa manera que és possible que la preséncia de I'intré afavoreixi la inclusié
de 'mRNA que el conté a un granul d'RNA en augmentar la concentracio local de
proteines d’'unié a RNA amb dominis de baixa complexitat, si 'mRNA que conté I'intr
hibriditzés amb un mRNA sense introns, es forgaria la presencia en un volum molt
reduit de dos UTRs de CaMKlla i un intré 16. L’intro estaria unint aixi una subpoblacio
d'mRNAs de CaMKlla, incloent-les en un granul d'RNA que podria contenir més
proteines de transport que els mMRNAs que només inclouen CaMKIla sense intro.
Potser, aquells MRNAs de CaMKlla que han de viatjar fins a les regions més distals de
les dendrites necessiten més proteines de regulacié de la traducci6 i el transport, per
impedir la seva traduccid fins a arribar al seu desti. En rebre un estimul adient, el
granul d'RNA es desfa, alliberant els mRNAs que conté '*°. Una forma de desfer
aquest granul seria eliminar 'RNA que conté lintré, fet que desencadenaria la
separacido de gran part de les proteines d’'uni6 a RNA presents. Aquesta hipotesi
concorda amb I'enriquiment en mRNAs amb intr6 16 a les regions més distals de les
dendrites i amb la seva degradacié per NMD, també amb dades recents sobre el
nuamero d'mRNAs que s’inclouen als granuls de transport. Es creu que la majoria de
granuls carreguen una molécula d'mRNA, amb algunes excepcions que poden
carregar dos o tres *?*. Cal considerar que les aproximacions utilitzades en aquests
estudis utilitzen només sondes contra els exons dels mMRNAs que detecten, de forma
gue un granul que contingui un MRNA totalment processat i un altre amb I'intré donaria
la mateixa senyal que un granul amb dos mRNAs sense introns. Per altra banda, en
aquests estudis el nombre de granuls de transport que contenen dues molecules
d’'mRNA és molt baix, coherent amb el factor limitant que suposaria la retencié de
I'intré 16, fet que succeeix en un total d’1-3% dels mRNAs.

Aquest mecanisme de transport depenent d’hibridacié entre dues molécules d'mRNA
seria nou a mamifers, pero estd descrit per a altres espécies. Per exemple, a D.
melanogaster, la dimeritzacié dels 3'UTR de 'mRNA d’Oskar és necessaria per a la
seva correcta localitzacié a I'oocit . El mateix passa a '/mRNA de Bicoid, en aquest
cas la dimeritzacio recluta a Staufen i és necessaria també per la formacio del granul

55



| Capitol 1

d’RNA **°. Pel que fa a mamifers, la dimeritzacié intermolecular entre mRNAs i
ncRNAs esta descrita per a moltes funcions diferents **°.

4. Staufen?2 estabilitza ’mRNA de CaMKilla que conté I’'intré 16

La interaccié demostrada en aquest treball entre Staufen2 i l'intr6 16 de CaMKlila
concorda amb el fet que localitza a punts distals de les dendrites, a més, els resultats
presentats demostren que l'estabilitat de l'intr6 16 contingut a CaMKlla depen dels
nivells d’'Staufen2. Aixd s’emmarca en la doble funcié de moltes proteines de transport,
entre elles Staufen2, amb el transport i control de la traduccié dels mMRNAs amb que
interaccionen. L'mRNA de CaMKlla esta inclos en granuls dRNA que contenen
Staufen2, i mentre s’estan transportant la seva traduccio esta silenciada, en rebre un
estimul, ’'mRNA s’allibera del granul i es tradueix '*. Les nostres dades demostren
que el mateix esta succeint amb I'mRNA que conté l'intré 16, pero, degut I'estructura
resultant de la retencio intronica, aquest mRNA sera degradat per NMD en ser traduit.

El fet que Staufen2 sigui necessari per impedir la seva traduccié fins que arribi
'estimul es justifica amb les dades disponibles sobre els granuls d’RNA que contenen
Staufen2. Altres laboratoris han descrit que aquests granuls contenen CBP80 *, que
forma part del cap-binding complex **'. Després de la primera ronda de traduccid,
CBP80 és reemplacada pel factor d’inici elF4E i la traduccié continua, de forma que
CBP80 i elF4E son mutuament excloents a 'mRNA, i la preséncia de CBP80 al granul
demostra que els mMRNAs que conté no s’estan traduint.'®>. CBP80 interacciona a més
amb Upfl, proteina important per al NMD i present també als granuls d’Staufen2.

El mateix laboratori que demostra la unié d’Staufen2 amb CBP80 i Upf1 no troba
interacci6 amb proteines que formen el complex EJC (elF4Alll, Magoh i Y14),
indispensables per a la degradacié d'mRNAs per NMD. Aix0 és sorprenent, ja que els
EJC estan presents a tots els mRNAs que provenen de gens que contenen introns,
gue sobn la gran majoria dels gens de mamifer. Altres laboratoris si que han trobat
interacci6 entre Staufen2 i Y14 / Magoh *. D’aquesta manera, ImRNA de CaMKlla
que conté lintrd requereix ser marcat, possiblement al nucli, abans de la seva
exportacié al citoplasma **°, per incloure’l en un granul d’RNA i evitar la seva traduccié
prematura, que promouria la seva degradacié per NMD.

5. L’intré 16 de CaMKIla afecta el transport de ’'mRNA sense intré

Amb tota la informaci6 sobre la regulacié i transport de I'intré 16 de CaMKIla, i la seva
interaccié amb els exons del mateix MRNA, es va cercar un possible efecte de l'intro,
expressat de forma exogena, als nivells de CaMKlla neuronals. Sobreexpressar l'intré
a neurones hipocampals augmenta els nivells d'mRNA enddgens de CaMKila a les
dendrites, sense afectar significativament els seus nivells al soma cel-lular. Aquest
resultat concorda amb el fet que l'intré 16 endogen viatja i estad molt més enriquit en
zones distals de les dendrites que al soma cel-lular. El mecanisme que pot estar
darrere d’aquest fenotip no es coneix encara, pero investigacions sobre la modulacié
de I'expressio dendritica de diferents mMRNAs ens permet formular diverses hipotesis.

Es coneixen diversos ncRNAs que actuen com a esponja, reclutant miRNAs i aixi
evitant que aquests reconeguin la seva diana a 'mRNA i modulin la seva estabilitat o
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traducci6é. Altres laboratoris han demostrat la regulacié de la traduccié local de
CaMKlla per miRNAs '®3. El nostre intr6 16 podria contenir dianes d’'unié a miRNA,
actuant com a esquer impedint que els miRNAs anellin amb el 3UTR de CaMKlla, aixi,
l'intré podria estar essent transportat a dendrites com un protector contra miRNAs,
formant part de la regulacié dels mRNAs. Sabem que el nostre intr6 16 interacciona
amb Staufen2, i estd demostrada la interaccié entre aquesta proteina i diferents
efectors del complex de degradacié d’'mRNAs depenent de miRNAs RISC .

Altres laboratoris han trobat molts exemples de ncRNAs que competeixen amb els
mRNA per unié a miRNA, modulant aixi I'estabilitat i expressié de transcrits ***°®. Els
resultats de la smFISH en qué es veu 'augment de CaMKIlla exonica (figura 17) a les
dendrites sén dificils d’interpretar, a causa de les limitacions intrinseques a la
hibridacio de les sondes. Com s’ha comentat préviament, els mRNAs que estan
inclosos a ribonucleoparticules s6n menys accessibles a les sondes, quan aquestes
particules es desfan, a causa de tractaments amb proteasa o0 a qué 'mRNA és
alliberat per a la seva traduccio, el transcrit es torna accessible i detectable per FISH
133 Els miRNA poden promoure la degradacié de 'mRNA o el silenciament de la seva
traduccié, depenent de l'anellament entre les dues molécules **°. Donades les
limitacions de la smFISH, no podem assegurar si el fet de veure més particules
dmRNA de CaMKIla és a causa de que hi ha més transcrits, 0 aquests estan en
traduccié activa, i per tant més accessibles a les sondes. Qualsevol de les dues
explicacions concordaria amb la proteccié contra miRNAs per part de lintr6 16 de
I'mRNA de CaMKIlla endogen.

Una altra hipotesi per explicar el fenotip de sobreexpressié exdogena de l'intré 16 esta
relacionada amb el que s’ha comentat a I'apartat de la seva degradacié per NMD. Si
l'intré esta hibridant amb 'mRNA de CaMKIla i actuant com a factor limitant per a la
creacié de granuls d’RNA que viatjaran a zones distals de les dendrites, la seva
sobreexpressio pot augmentar la quantitat de CaMKIlla que trobarem transportada. A
favor d’aquesta hipotesi estan els mecanismes de transport dels mMRNAs ja esmentats
de D. melanogaster, Oskar i Bicoid, que requereixen dimeritzacié per al seu correcte
transport >**°. Altres laboratoris han demostrat que el 3’'UTR de CaMKlla uneix tant
Staufenl com Staufen2 2% i les nostres dades demostren que lintrd 16 uneix
Staufen2. Aixd sumat a la interaccié demostrada entre les molécules de I'intré 16 i de
CaMKIla, possiblement per hibridacio, proporcionaria un microambient molt ric en
proteines amb dominis de baixa complexitat, que ajudarien a generar un granul d’'RNA
que transportaria el transcrit de CaMKlla fins a dendrites. Donada la baixissima
quantitat d'mRNAs enddgens que retenen I'intré6 16 comparats amb el total, i el fet que
aquesta diferéncia va baixant a mesura que avancem a les dendrites fa pensar que
poden ser el factor limitant per a la creaci6 de granuls destinats a les zones més
distals de la cél-lula. La sobreexpressié de I'intr6 16 generaria llavors les condicions
perqgué més mRNAs endogens de CaMKlla es transportessin a dendrites.

Conclusions

e CaMKlla reté al seu mRNA madur l'intro 16, que es exportat al citoplasma.

e L'intré 16 confereix a 'mRNA que el conté la capacitat de ser transportat a
zones distals de les dendrites.

e L’intré 16 de CaMKlIla interacciona amb la proteina d’'unié a RNA Staufen2

o L’'mRNA de CaMKIlla que reté l'intré 16 és candidat per degradacié via NMD.
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o Staufen2 estabilitza 'mRNA de CaMKlla que reté l'intr6 16.

o L’expressio exégena de I'intré 16 afavoreix el transport de 'mRNA de CamKlla
totalment processat a dendrites.

El treball presentat a aquest primer capitol es va publicar a:

Ortiz, R.,* Georgieva, M.,* Gutierrez, S., Pedraza, N., Fernandez-Moya, S., Gallego, C.
Recruitment of Staufen2 enhances dendritic localization of an intron-containing
CaMKlla mRNA. Cell Rep Jul 5;20(1):13-20. (2017).

| es pot consultar a 'annex 1

58



Capitol 2

KIS afavoreix la traduccio de receptors AMPA i
estimula la remodelacié d’espines dendritiques






Introduccié |

Introduccid

1. Plasticitat sinaptica

Les neurones sén capaces de modificar I'estructura i forga de les seves sinapsis en
resposta a activitat. Es un tema de gran interés, ja que tot i que encara és motiu de
debat, es creu que aquesta modificacié estructural i funcional de la capacitat de
transmetre informacié entre neurones és la base de I'aprenentatge i la memoria 6718,
En el cas de les sinapsis excitadores de I'hipocamp, aquesta plasticitat es manifesta
en canvis a les espines dendritiques, que son les estructures on la gran majoria de
postsinapsis s’acumulen 91" aquestes espines emergeixen de la dendrita de la
neurona postsinaptica i contacten amb I'ax6 de la neurona presinaptica. La seva mida i
la quantitat de proteines a la regié coneguda com a PSD (de I'anglés, Post synaptic
density) correlacionen amb la forca de la sinapsi que contenen "%, La neurona regula
localment i amb una resolucié d’espina dendritica individual aquests dos parametres,
aixi, una estimulacié amb intensitats i freqiiéncies determinades desencadenara una
senyalitzacié local que augmentara la mida de l'espina dendritica i de la PSD,
augmentant la quantitat de receptors sinaptics i proteines d’assemblatge, entre altres.

Les espines dendritiques emergeixen de la dendrita com petites protrusions, que es
poden estirar en forma de fil-lopodis buscant trobar terminals presinaptics. En
contactar-hi, depenent de la intensitat i freqiéncia de I'estimul que la postsinapsi rep,
es produeix un augment o disminucioé de la capacitat de resposta d’aquella mateixa
sinapsi, processos anomenats LTP o LTD (de I'anglés, Long Term Potentiation o Long
Term Depression) 173, Pel que fa a la potenciacio a llarg termini, les seves primeres
fases funcionen de forma depenent de citoesquelet d’actina i translocacié de proteines
cap a linterior de [I'espina dendritica, fosforilacions i altres modificacions
posttraduccionals de proteines preexistents ™. Per exemple, I'entrada de calci activa
la principal proteina senyalitzadora postsinaptica, CaMKII, que fosforilara subunitats de
canals ionics per augmentar la seva permeabilitat, a més d’afavorir la translocacié a
membrana de més subunitats de receptors *?°. Aquests canvis, perd, per mantenir-se
en el temps necessiten traduccidé de proteina de novo, part de la qual és dura a terme
amb mRNAs transportats a la dendrita i regulats de manera local *”.

La PSD conté les proteines directament responsables de la transmissio sinaptica. El
seu proteoma és molt complex i inclou les adherines responsables del manteniment de
la unié sinaptica, les proteines senyalitzadores que intervindran a la modificacié de la
sinapsi en resposta a estimulacions, i moltes altres. En el present treball ens centrarem
en tres components, entre els més importants i estudiats de la postsinapsi, els
receptors NMDA, els receptors AMPA i la proteina d’assemblatge PSD-95.

Els receptors AMPA soén els principals actors de la despolaritzacié de membrana en
resposta a lalliberament de glutamat per part de I'axd presinaptic, sén homo o
heterotetramers de les proteines GIuR1 a GluR4, codificats per quatre gens diferents, i
a la vegada diversificats per splicing alternatiu i edicié6 d’'RNA. D’aquesta manera, la
varietat de receptors AMPA a la sinapsi és molt alta. Principalment s6n permeables a
sodi i potassi, pero la minoria de tetramers que no tenen la subunitat GIuR2 sén també
permeables a calci. La composicié del tetramer modifica aixi la selectivitat a cations, a
més de la seva permeabilitat, temps d’inactivacio i sensibilitat a glutamat *’°. Part de la
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senyalitzacié intracel-lular provocada per [ILTP desencadena modificacions
posttraduccionals a la cua intracel-lular de les subunitats que formen els canals,
regulant també la seva conductivitat. En resposta a unié de glutamat el canal AMPA
s’obre, causant despolaritzacid, que al seu torn activara els canals d’NMDA, principals
responsables de I'entrada de calci. Aquesta pujada en els nivells postsinaptics de calci
és la principal senyalitzadora, via CaMKII, per a promoure LTP. CaMKII, al seu torn,
fosforila subunitats ’AMPA i augmenta la seva permeabilitat a ions, a més d’afavorir el
trafic de nous receptors cap a la membrana sinaptica. Com s’ha explicat abans,
aquestes primeres fases de I'LTP so6n independents de traduccid, perd per mantenir-se
es necessita traduccio de novo. Aquest augment en la quantitat de receptor AMPA a la
membrana sinaptica és la principal responsable de 'augment de la forga de la sinapsi,
aixo és, de la despolaritzacio de la membrana en resposta a I'alliberament de glutamat.
Els nivells de receptors NMDA s6n més o menys estables entre diferents sinapsis, els
de receptors AMPA varien més en resposta a activacié, i per tant els que més
diferencien una sinapsi forta d’una feble *’’. En part, 'LTP es basa en un increment del
namero i excitabilitat dels receptors AMPA, que al seu torn, responent més facilment i
amb més despolaritzacié a estimuls facilitaran I'obertura dels canals de calci NMDA.
Els mRNAs que codifiquen per les subunitats de receptor AMPA GIuR1 i GIuR2 sén
paradigmatics del transport dmRNAs i la seva traduccié local regulada en el context
d’LTPNG'N&l?g.

Un altre actor a la postsinapsi és PSD-95, membre de la familia de proteines amb
dominis PDZ, amb un paper fonamental a I'organitzacio i 'agregacié de diferents tipus
de proteines a la sinapsi **. Es la proteina més abundant del PSD i un marcador molt
utilitzat per a la postsinapsi, a causa de la seva abundancia a la sinapsi %
correlacio amb la forca d’aquesta, i alta concentracid sota la membrana sinaptica.
PSD-95 és un regulador central de la maduracié de la sinapsi i de 'LTP, participa a la
creacio de espines dendritiques noves i al creixement de les existents %%, PSD-95
interacciona directament amb els receptors NMDA, i indirectament amb els AMPA *#°,
és molt més abundant que aquests dos canals ionics, perd0 meés petit i capa¢ de
multimeritzar. D’aquesta manera PSD-95 forma una capa just sota la membrana
sinaptica que manté concentrats els receptors %%, Tot i que el control de la traducci6
de PSD-95 no esta tan estudiat com el dels receptors AMPA i NMDA, es coneix també
el seu transport a dendrites i traduccié en resposta a estimul sinaptic **’.

2. Citoesquelet en el context de les espines dendritiques

Totes les formes de plasticitat sinaptica a espines dendritiques depenen de
polimeritzaci6 i despolimeritzacié del citoesquelet d’actina, és aquest el responsable de
la morfologia i motilitat de les espines. Es necessari per a la formacié de la protrusié a
partir de la dendrita, també per als remodelaments morfologics, i fins i tot per a
mantenir I'estructuracié dels elements de la postsinapsi '*°. El citoesquelet d’actina és
relativament poc abundant a la dendrita, pero la seva concentracié, tant de G-actina
com d’F-actina a l'interior de I'espina és molt alta. Les espines dendritiques també sén
molt riques en proteines reguladores de F-actina, que es desplacen dintre i fora de
'espina en resposta a estimuls per modular el grau de polimeritzacié de I'actina a cada
moment. Per exemple, Debrina, un estabilitzador dels filaments d’F-actina, surt de
I'espina dendritica per permetre la despolimeritzacié que precedeix 'augment de mida
de l'espina, tornant després per estabilitzar els nous filaments d’F-actina '*. La
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subunitat B de CaMKII transporta aquesta proteina al citoesquelet, on a part de funcio
senyalitzadora com a quinasa, té una funcié estructural molt important protegint el
citoesquelet de I'accés de proteines despolimeritzadores **’. A banda de modular el
seu grau de polimeritzacio, la plasticitat sinaptica també necessita traduccio local de
I'mRNA de B-actina, per mantenir la seva concentracio al llarg de la remodelacié de
I'espina %.

La tubulina esta present a les espines dendritiques en molt baixa concentraci6 i de
forma transitoria, per aquests motius el seu estudi és molt més recent i hi ha menys
dades que per al citoesquelet d’actina. El citoesquelet de tubulina és molt abundant a
les dendrites, i és el responsable del transport de granuls d’RNA. Molts dels marcadors
proteics utilitzats per localitzar microtibuls consisteixen en proteines associades a
tubulina polimeritzada, que moltes vegades tenen com a requisit que el filament de
tubulina sigui estable. Recentment s’han trobat invasions del citoesquelet de tubulina a
les espines, és interessant el fet que aquestes invasions sén transitories, formades per
microtubuls que polimeritzen cap a l'interior de I'espina i despolimeritzen a continuacié.
Tot i que encara hi ha poques dades, esta demostrat que aquestes invasions soén
importants per a la plasticitat sinaptica de la espina dendritica que les rep, transporten
granuls d’'mRNA directament a l'interior de I'espina, i es creu que també poden tenir un
rol important en la polimeritzacié del citoesquelet d’actina ******. Mentre aquest Gltim
tindria un rol estructural, les dades presents suggereixen que el citoesquelet de
tubulina aportaria capacitats de transport de proteines i mRNAs entre la dendrita i
l'interior de I'espina.

3. Control de latraducci6 local de proteines

Les neurones son cél-lules molt polaritzades i especialitzades, com s’ha comentat,
estimuls especifics a una espina dendritica determinada canviaran la seva estructura i
composicié proteica per translocacié de proteines preexistents i canvis en el
citoesquelet. Aquests canvis poden succeir amb una resolucié d’espina individual,
sense afectar altres sinapsis properes en l'espai, i per mantenir-se en el temps
necessiten aportacio de noves proteines sinaptiques i de citoesquelet.

Per aquests motius, les neurones no només transporten proteines traduides al soma
fins a les sinapsis, sind també mMRNAs en estat de traducci6 silenciada. Aquesta nova
capa de regulaci6 posttranscripcional afegeix flexibilitat i capacitat de resposta rapida a
estimul a les diferents sinapsis. Estudis recents mostren que aproximadament un terg
dels mRNAs expressats a 'hipocamp sén transportats a dendrites *°, entre ells els que
hem exposat anteriorment, PSD-95, GIuR1 i GIuR2, perd també molts altres
relacionats amb I'adhesié sinaptica (cadherines), la senyalitzacié intracel-lular
(CaMKlla), i els processos responsables per al manteniment de I'estructura dendritica i
les sinapsis, com els constituents o reguladors del citoesquelet d’actina i tubulina.

Aquest procés de transport d'mRNAs i traduccio localitzada és un camp d’estudi actiu
des de fa décades, amb els primers ribosomes localitzats a dendrites detectats als
anys 80 *. Tot i aixi, els mecanismes moleculars involucrats romanen desconeguts en
mots casos. Aquest camp de la regulacio i el control de I'expressié génica local té
implicacions en la funcié cerebral, des del desenvolupament fins a la plasticitat
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sinaptica a I'edat adulta, i moltes malalties o deficieéncies neuronals s’associen a la
desregulacié d’aquests processos de control de la traduccié de proteines.

Es creu que els granuls d’'RNA destinats a transportar mRNAs fins a dendrites es
comencen a generar al nucli i reben altres proteines reguladores al citoplasma **°,
després viatjaran amb l'ajuda de dineines i kinesines a través del citoesquelet de
tubulina *?3. Part integrant del procés de transport mRNA i en la que més es centra el
present estudi és la regulacié de la seva traduccié, com hem dit, els mMRNAs viatgen
per proporcionar a la cél-lula un repositori que pot traduir de forma local en resposta a
estimul, per tant, la traduccié d’aquests mMRNAs ha d’estar silenciada fins que arribin a

la localitzacioé de desti i rebin I'estimul adient.

Multitud de processos, tant nuclears com citoplasmatics, participen en la regulacio de
la traducci6 d'mRNAs. Una gran varietat de proteines uneixen RNA, i a la vegada
aquestes proteines interaccionen amb multitud d’altres efectors que regularan la
iniciacié de la traducci® d'mRNAs, la seva elongacié i terminacid, aixi com la seva
estabilitat.

3.1. Poliadenilacié citoplasmatica i CPEBs

Un dels parametres dels mRNAs que afecta la seva traduccio i és controlat als granuls
d’RNA és la poliadenilacié citoplasmatica. Al nucli, després de transcriures, als mMRNAs
se’ls hi afegeix una cua d’adenines llarga abans de ser exportats al citosol 2% all3,
la cua d’adenines recluta proteines que ajuden al procés d’inici de la traduccié ***. Els
MRNAs que han de ser transportats a dendrites contenen determinants al seu 3'UTR
que uniran proteines, bé ja al nucli o després de I'exportacié al citoplasma, que
evitaran la seva traduccio reclutant altres efectors.

CPEB1 uneix els elements CPEs (Citoplasmatic Poliadenilation Elements) dels
MRNAS, i recluta diverses proteines efectores que modularan la longitud de la cua de
poliadenines i la iniciacid de la traduccié. La gran majoria de descobriments sobre el
mecanisme molecular d’inhibici6 de CPEB1 s’han fet a I'organisme model Xenopus
laevis, que és un bon model per estudiar el control de la traduccié d'mRNAs, ja que
acumula mRNAs silenciats durant la maduracié meidtica dels seus oocits. A X. laevis,
CPEB modula la traduccido de I'mRNA al que s'uneix reclutant Maskina, que
interacciona amb elF4E bloquejant la unié del complex d’inici de la traduccié. També
recluta GIb2, una polimerasa de poliadenines, i PARN, una ribonucleasa que acurta la
cua de poliadenines. L’equilibri entre aquests dos enzims al granul d’RNA esta desviat
cap a l'activitat de PARN, el que provoca que la cua d’adenines romangui curta.
Després de l'estimul, en aquest cas hormonal als oocits de X. laevis, CPEB1 es
fosforila, expulsant PARN del complex i permetent aixi la poliadenilacié de ’'mRNA per
Gld2. La cua llarga de poliadenines unira la proteina d’'unié ePAB, que desplacara
Maskina i permetra la formacié del complex d'’inici de la traducci6 (revisat a Richter, J.
D. 2007 **). Tot i que no es coneix si el mecanisme de CPEB és el mateix a dendrites
gue a o0cits, tots els components que interaccionen amb CPEB estan també presents
a neurones % fet que fa pensar en una regulacié semblant.

Per altra banda, a ratoli hi ha 4 gens que codifiquen per CPEB1, 2, 3i 4. CPEB1 a X.
laevis i ratoli sén molt homologues, perd no la resta de CPEBs. Els dominis d’uni6 a
RNA de CPEB2, 3 i 4 sbén forca similars entre si i diferents de CPEB1, fet que
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concorda amb la diferent seqiiéncia d’'RNA necessaria per a la seva unié *'°. Tot aixo
fa pensar que poden estar regulant la traducci6 d'mRNAs que participen de forma
diferent en la plasticitat sinaptica. Aixi, mentre CPEB1 regula entre altres la
poliadenilacié de 'mRNA de la subunitat de receptor NMDA GIuN2A #, CPEB3 regula
la traduccio local de la subunitat de receptor AMPA GluA22, amb grups argumentant
que és un procés independent de poliadenilacié ' i altres que, a 'igual que CPEBA1,
regula la cua de poliadenines dels mMRNAs amb qué interacciona **.

CPEB3 conté a més a la seva seqliéncia d’aminoacids una regioé rica en glutamines,
s’ha demostrat en Aplysia que aquesta regié provoca l'agregacido de proteines en
forma de fibres amiloides en resposta a estimulacio, i €s un procés important per a la
formacié de memories '%°?®. Més recentment, els mateixos processos d’agregacié
s’han demostrat a ratoli. La formacioé d’aquest tipus d’agregats resistents i estables en
resposta a estimulacié local es relacionen amb la capacitat de manteniment de
memories, ja que serien capagos de mantenir-se i reclutar altres components proteics
durant molt temps 2°+2%,

4. KIS

La proteina KIS, codificada pel gen UHMK1 (U2AF homology motif kinase 1), es va
anomenar amb les sigles de Kinase Interacting with Stathmin perqué va ser
descoberta en un assaig de doble hibrid que utilitzava Stathmin com esquer. La seva
caracteristica principal és un domini d’unié proteina-proteina al seu C terminal, que
presenta un 42% d’homologia amb el del factor d’splicing U2AF, fet que fa pensar que
pot estar relacionat amb la interaccid amb proteines d’unid a RNA ?®. La seva
expressio es troba en tots els teixits, perd esta especialment enriquida al sistema
nerviés ?*, dintre del qual esta especialment expressada al gir dentat i a les zones
CA1, CA3 i CA4 de I'hipocamp, encara que també esta present a les cél-lules de
Purkinje i a la capa granular del cerebel. Els seus nivells durant el desenvolupament
van augmentant arribant als nivells maxims a l'adultesa. La proteina es troba
predominantment al nucli, tot i que també esta present al citoplasma, i en neurones
presenta un patré puntejat a dendrites 2%,

Al nucli, s’ha demostrat que KIS té una distribucié similar a la de complexos d’splicing.
També s’ha demostrat la fosforilacio per part de KIS del factor d’splicing SF1. Aquest
paper nuclear de KIS es important per a 'assemblatge de la maquinaria d’splicing, la
seva eficiéncia, i per tant I'expressié génica de gens especifics de cervell . La
abséncia de KIS provoca defectes cognitius i altera I'expressid génica del cervell,
desembocant en diferéncies en el condicionament d’animals knock out per a aquesta
quinasa ?**. Al citoplasma, s’ha demostrat la implicacié de KIS en la fosforilacio i
degradacié d’Stathmin ?°’, modulant I'estabilitat del citoesquelet de microtubuls i la
migraci6 de cél-lules musculars llises vasculars (VSMC) 2°%21°,

Antecedents publicats pel nostre laboratori van demostrar que KIS es localitza a
dendrites i interacciona amb KIF3A, quinesina important per al transport dmRNAs a
dendrites via citoesquelet de tubulina, també a dendrites KIS col-localitza amb aquesta
kinesina i amb 'mRNA endogen de B-actina. L’abséncia de KIS a cél-lules corticals en
cultiu afecta el creixement de les neurites, presumiblement pel seu efecte a la
traduccio localitzada depenent de 3’'UTR de B-actina. Un assaig de purificacié de KIS a
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extractes de cervell, a més de copurificar KIF3A, demostrava la interaccié amb multitud
d'mRNAs coneguts per al seu transport a dendrites i traduccidé regulada localment,
entre elles les subunitats de receptor AMPA GIuR1 i GIuR2 ?*.

A
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Figura 23. Analisi de la seqiiéncia d’aminoacids de la proteina KIS

A. Domini quinasa i domini d’interaccié amb proteines d’'unié a RNA (RRM). B. Alineament dels
aminoacids de la part C terminal de KIS amb C-terminal de U2AF, mostrant homologia i estructura.
Imatge extreta de Kielkopf CL. Et al. 2004

Objectius

¢ Analitzar la funcié de KIS a la plasticitat sinaptica, concretament I'efecte sobre
les espines dendritiques.

e Descriure I'efecte de KIS sobre la traduccid mRNAs traduits de manera local a
les sinapsis.

e Analitzar els interactors i la via molecular responsables dels efectes de KIS
sobre la plasticitat sinaptica.
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Resultats

1. KIS afecta a la correcta formacié de l'arbre dendritic i de les espines
dendritiques

Estudis previs d’aquest laboratori > van demostrar la importancia de KIS per a la

traduccié local de B-actina, gen indispensable per a la correcta elongacié i maduracié
de les neurites, aixi com de les espines dendritiques. També es va demostrar I'efecte
de la disminuci6 de KIS sobre I'elongacié de les dendrites de precursors neuronals. El
patré d’expressié de KIS, que incrementa durant el procés de maduracié cerebral **°
ens va fer hipotetitzar que també podria tenir un rol en el correcte desenvolupament de
I'arbre dendritic i les espines dendritiques que s’hi formen a neurones diferenciades.

Per comprovar-ho, es van transfectar a neurones hipocampals cultivades in vitro un
plasmid que coexpressava GFP i un shRNA contra KIS, o bé un shRNA contra
Luciferasa com a control. La transfecci6 es va realitzar a 13 DIVs i es va deixar
expressar shRNA durant 5 dies més, per tal d’'assegurar la disminucié als nivells de
KIS i també per deixar temps pergué les espines dendritiques desenvolupessin la seva
morfologia madura.

Els cultius es van fixar a 18 DIVs i es van analitzar les neurones transfectades per
microscopia confocal. Les neurones que expressaven I'shRNA contra KIS mostraven
una complexitat dendritica reduida, aixi com unes espines dendritiques menys
desenvolupades (figura 24A i B i detall de dendrites ampliades a sota de cada
neurona, respectivament). La quantificacié de l'arbre dendritic es va dur a terme
mitjangant analisi Sholl, que va mostrar una reduccio significativa en la complexitat
dendritica de les neurones (figura 24C).
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Figura 24. La disminuci6 en els nivells de KIS afecta I’arbre dendritic neuronal
Neurones hipocampals van ser transfectades a 13 DIV amb plasmids lentivirals expressant GFP i un

shRNA control o contra KIS. Les neurones van ser fixades a 18 DIV.

A, B. Una neurona representativa de cada condicio, imatges adquirides per microscopia confocal. Barra,
10 pm. Sota de cada neurona, detall de dendrita amb espines dendritiques. C. Analisi Sholl de la
complexitat dendritica a 10 neurones per condicid, es mostren el nombre d’interseccions de les dendrites
amb cercles concentrics en relacié al seu radi. La linia mostra la mitjana i el color atenuat l'interval de
confianga (a=0.01).
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Per tal de quantificar les espines dendritiques es va utilitzar un software escrit al
mateix laboratori, SpineJ, que detectava les espines dendritiques i analitzava els seus
valors morfologics (veure materials i métodes, detall de la deteccié d’espines a figura
25A). L’analisi de les espines provinents de neurones expressant shRNA contra KIS
mostra una reduccié significativa de la seva area (figura 25B).

Un altre parametre morfologic interessant és la relacié entre la longitud de les espines
dendritiques i la seva area. Per definici6, aquest parametre sera més gran en espines
poc madures, que presenten una morfologia estreta i estirada, que en espines
madures amb coll estret i cap gran, en forma de xampinyé. La figura 25C mostra que
les espines de neurones amb nivells reduits de KIS tenen aquesta relacio longitud /
area significativament augmentada, demostrant la necessitat de KIS en el procés de
maduraci6 de les espines dendritiques.

Les espines dendritiques emergeixen en forma de fil-lopodis i I'estimulacié de les
sinapsis que contenen provoca la seva maduracié i 'augment de la seva area ?'!, en
un procés que requereix traduccid local d'mRNAs sinaptics per mantenir-se en el
temps . La figura 25D mostra que el nimero total d’espines dendritiques no varia en
resposta a la deplecié de KIS, suggerint que KIS esta relacionat en el procés de
regulacié de la traduccio local d’aquests mRNAs, i no en la creaci6 de fil-lopodis de

novo.
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Figura 25. La disminucio en els nivells de KIS afecta la morfologia de les espines dendritiques
Neurones hipocampals van ser transfectades a 13 DIV amb plasmids lentivirals expressant GFP i un
shRNA control o contra KIS. Les neurones van ser fixades a 18 DIV.

A. Detall de dendrites representatives de cada condicié. En verd es mostra la identificacio d’espines
dendritiques amb el software SpineJ (veure métodes). Barra, 10 um. B. Area d’espines dendritiques
individuals (n>400) de cinc neurones de cada condicid, les barres horitzontals mostren la mitjana i les
barres d’error I'interval de confianga. El valor p es va calcular per ANOVA, les dues condicions es van
comparar utilitzant el metode post hoc de Scheffe. C. Longitud de les espines dendritiques relatiu a la
seva area (n>400). Per definicié aquest rati és més baix en espines madures en forma de xampinyé que
en fil-lopodis. Estadistica com a B. D. Quantificacié del nombre d’espines per 10 um a dendrites (5
neurones, 8 fragments de 100 um per neurona). Es mostra la mitjana i l'interval de confianga (a=0.05).
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Tant l'estructura de les espines com la seva remodelacié morfoldgica necessiten
polimeritzacié i despolimeritzacié d’actina #*2. Tot i que els fil-lopodis també tenen un
esquelet dependent d’actina polimeritzada, aquesta és molt més abundant a les
espines madures, ja que tota I'arquitectura sinaptica es basa en polimers d’F-actina,
que a la vegada interaccionen amb proteines importants per a la senyalitzacio i
participen activament en la modulaci6 de la plasticitat sinaptica.

Tots aquests antecedents, sumats al fet que KIS participa en la traduccio local de B-
actina 2%, ens van portar a hipotetitzar que una de les diferéncies morfoldgiques
analitzades en neurones amb nivells disminuits de KIS podien estar relacionades amb
la manca d’un citoesquelet d’actina completament desenvolupat. Per demostrar-ho, es
van transfectar cultius primaris hipocampals com a la figura 24, pero després de la
fixacié es va tenyir I'actina polimeritzada amb fal-loidina unida a rodamina i es va
analitzar per microscopia confocal. De nou les neurones expressant 'shRNA contra
KIS mostraven espines menys desenvolupades, perd a més la intensitat de la tincié
contra polimers d’actina era més baixa (figura 26A i B). Per a la quantificacié es va
modificar el software SpineJ perqué donés, a més dels valors morfologics, la intensitat
al canal de la fal-loidina-rodamina. Per descartar efectes deguts a la mida de I'espina,
només es van analitzar aquelles amb una area de 0.5 +- 0.25 pm®. La figura 26C
mostra que la intensitat de tincié de fal-loidina a les espines de ceél-lules amb nivells
disminuits de KIS és significativament més baixa que al control. Aquest resultat quadra
amb la literatura publicada sobre la maduracié de les espines dendritiques i el seu
creixement en volum, i també amb el resultat previ d’aquest laboratori sobre el paper
de KIS en la traduccio local d'mRNA de B-actina a les dendrites.

69



| Capitol 2

C
_ | p<0.0001 ]
<
EA
[3+]
=
St
3
<4 | ‘T
1 5 +
S -
g | =l%=-
0
shCtrl shKIS

Figura 26. KIS és necessaria per a la correcta polimeritzacié d’actina a espines dendritiques
Les neurones es van transfectar i fixar com a les figures 24 i 25, després de la fixacid, I'actina

polimeritzada es va tenyir amb fal-loidina.

A. Neurona i dendrita representativa de la transfecci6 amb el vector control, en vermell, senyal de
fal-loidina. B. Neurona i dendrita representativa de la transfeccié amb el vector shKIS, en vermell, senyal
de fal-loidina. C. Quantificacio de la intensitat del senyal de fal-loidina mitjangant SpineJ (veure métodes).
Per evitar esbiaixes deguts a la diferent mida de les espines dendritiques només es va quantificar el nivell
d’actina polimeritzada a aquelles amb una area de 0.5+-0.25 pmz. Es mostra la intensitat de cada espina
individual (n>400) a cinc cel-lules per condicio, les barres horitzontals mostren la mitjana i les barres
d’error I'interval de confianga (a=0.05). Analisi estadistic de les dues condicions mitjancant ANOVA, test
post hoc de Scheffe.
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2. Els efectes de KIS sobre les espines dendritiques afecten la funcionalitat de
les seves sinapsis

L’activitat sinaptica modula canvis morfoldgics a les espines dendritiques durant el
desenvolupament neuronal i la plasticitat sinaptica. L’estimulacié de les sinapsis
contingudes en una espina determinada afecta de forma local la traduccié d'mRNAs, la
polimeritzacié d’actina i la incorporacié de canals idnics que canvien la forca i capacitat
de resposta de la sinapsi, modificant a la vegada la morfologia de I'espina. Aixi, la
mida i la morfologia de les espines dendritiques correlacionen amb la forca de la
sinapsi que hi contenen 3,

Vist que KIS és necessari per a la correcta maduracio de les espines dendritiques, pel
gue respecta a la seva forma, mida i contingut en citoesquelet d’actina, la seguent
pregunta obvia era si la manca de KIS afecta també la funcionalitat de les sinapsis. Per
testar aquesta hipotesi es van cultivar neurones hipocampals in vitro, es van infectar
amb un lentivirus que expressava un shRNA control o contra KIS a 7 DIVs, i es van
cultivar fins a 17-21 DIV, on es van mesurar les seves corrents excitadores
postsinaptiques en miniatura (MEPSC, de I'anglés miniature Excitatory PostSynaptic
Current). Aquest tipus de corrents postsinaptiques es deuen a l'alliberament d’una
vesicula presinaptica de forma espontania, sense intervenir-hi un potencial d’accié. La
freqléncia d’aquests mEPSC correlaciona amb el nombre de sinapsis funcionals que
tingui la neurona analitzada, en canvi, 'amplitud del corrent generat en resposta
correlaciona amb la forga de les sinapsis, amb la seva maduresa i per tant contingut en
canals ionics .

La inhibici6 de KIS provocava una baixada significativa, d’'un 30%, en I'amplitud dels
MEPSC, en canvi, el temps inter-esdeveniment, és a dir, la freqtiéncia dels mEPSC,
no es veia afectada (figura 27A, B i C traces representatives, quantificacié de
lamplitud i de la freqiéncia d’esdeveniments respectivament). Aquest resultat és
consistent amb literatura prévia **°, i concorda amb qué KIS sembla necessari per a
una correcta maduracié de les espines dendritiques, sense afectar la seva creacié o
nombre total.
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Figura 27. KIS és necessaria per a la correcta transmissio sinaptica

Neurones hipocampals es van plantar a baixa densitat, infectar a 7 DIV amb vectors lentivirals expressant
GFP i un shRNA control o contra KIS. Els experiments electrofisiologics es van realitzar a 17-21 DIVs.

A. Dues traces representatives de cada condicid, shControl i shKIS. B. Histograma de probabilitat

acumulativa de l'amplitud dels mEPSC obtingut de neurones infectades amb shControl (n>5700
esdeveniments) i shKIS (n>7300 esdeveniments). Les barres a l'insert mostren la mitjana de I'amplitud
dels mEPSC i els intervals de confianca (a=0.05). C. Histograma de probabilitat acumulativa de la
freqléncia o linterval inter-esdeveniment entre mEPSC, com al panell B. Les barres a l'insert mostren la
mitjana del temps inter-esdeveniment i l'interval de confianca (a=0.05).

3. Ladisminucioé en els nivells de KIS afecta el rati de traduccié de PSD-95 i de
receptors AMPA a neurones

Una de les causes que poden provocar canvis a la forca de les connexions sinaptiques
és una concentracio alterada de receptors i altres proteines postsinaptiques >3, Vista
la disminucié que la inhibici6 de KIS provocava a la maduracié de les espines
dendritiques i a la forca de les sinapsis que contenien, la hipotesi era que aix0 podia
ser causat per una reduccié en els nivells de les proteines que formen part de les
espines i sinapsis.

Uns dels receptors sinaptics responsables de les corrents generades en els mEPSC
sén els anomenats AMPA. Entre les diferents subunitats que els componen, es van
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avaluar els nivells de GIuR2 %*, per ser la subunitat més abundant i present a la
majoria dels receptors AMPA, i GIuR1, per ser la subunitat més estudiada en el procés
d’ampliacié de la sinapsi en resposta a estimuls #’. També es va avaluar I'efecte de
KIS als nivells de PSD-95, per ser una proteina estructural important per a la
postsinapsi i un marcador acceptat d’espines dendritiques i postsinapsis excitadores.

Com a la figura 24, es van transfectar a 13 DIVs neurones hipocampals amb plasmids
gue expressaven GFP i un shRNA control o contra KIS. Als 18 DIVs les neurones van
ser fixades i els nivells de les proteines dinterés es van analitzar per
immunofluorescéncia i microscopia confocal, comparant els nivells a neurones
transfectades contra les neurones veines de la mateixa imatge. Per tal d’assegurar
que els efectes observats fossin deguts a la disminucié dels nivells de KIS, i no a
possibles efectes inespecifics de 'shRNA, també es va realitzar una cotransfeccié amb
I'shRNA contra KIS, afegint un cDNA de KIS resistent a l'acci6 de I'RNA
d’interferéncia.

La figura 28A mostra que les neurones amb nivells reduits de KIS tenen una clara
disminucio en els nivells de GIuR1, GIuR2 i PSD-95, tant al soma de les cel-lules com
a les seves dendrites (figura 28B). La quantificacid a la figura 28C mostra una
disminucié significativa, d’'un 50%, als nivells de les tres proteines analitzades. La
cotransfeccio del cDNA de KIS resistent a 'shRNA rescatava completament els nivells
endogens de les proteines analitzades. Per asegurar que I'efecte sobre el nivell de les
proteines analitzades no era degut a les funcions de KIS a I'splicing i la transcripcio, es
van infectar neurones amb els mateixos vectors lentivirals utilitzats per a la transfeccio,
als 18 DIVs es van recollir i es van mesurar els nivells dmRNA de GluR1, GIuR2 i
PSD-95. La figura 28D mostra que a nivell dmRNA no hi ha diferéncies entre la
infeccié amb shControl o shKIS.
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Figura 28. La disminuci6 en els nivells de KIS afecta la quantitat de proteina dels receptors AMPA
GluR1, GluR2 i de PSD-95

Neurones hipocampals van ser transfectades a 13 DIV amb plasmids lentivirals expressant GFP i un
shRNA control o contra KIS. Les neurones van ser fixades a 18 DIV.

A. Imatges representatives de la quantificaci6 de GIuR1, GIuR2 i PSD-95 (immunofluorescéncia en
vermell) a cél-lules transfectades (GFP en verd), amb cel-lules no transfectades com a referéncia. Barra,
20 pum. B. Imatges representatives de la immunofluorescéncia contra GluR1, GIuR2 i PSD-95 a neurites
de cél-lules transfectades amb GFP i shKIS. L’efecte quantificat al soma s’estén a les dendrites. Barra, 5
pm. C. Quantificacié dels nivells de fluorescéncia al soma de cél-lules transfectades (n=8) relativitzant-les
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a les no transfectades del mateix camp (n=5 per camp) es mostra la transfeccié de I'shKIS sol i amb un
cDNA de KIS resistent a 'shRNA. Les barres mostren la mitjana i l'interval de confianga (a=0.05). D.
Neurones hipocampals es van infectar amb els vectors lentivirals utilitzats en A, als 18 DIV es van recollir
les cél-lules i es van quantificar els nivells dmRNA per GIuR1, GIuR2 i PSD-95, relativitzant-los a 'mRNA
endogen Gapdh.

Sabent que la disminucié en els nivells de KIS afectava I'amplitud dels mEPSC, la
causa més probable era que I'afectacié dels nivells de subunitats de receptor AMPA
GluR1 i GIuR2 afectessin també als nivells d’aquests receptors ionics a la membrana
plasmatica. Per testar aquesta hipotesi es va dur a terme un assaig de biotinilacio,
basicament es biotinilaven les proteines de membrana del cultiu de neurones
hipocampals, es purificaven per afinitat amb streptavidina i s’analitzaven per western
blot (veure materials i metodes).

Aquest assaig es va realitzar en cultius de neurones infectades a 3 DIV amb el mateix
lentivirus que a la figura 27 expressant shRNA control o amb KIS com a diana. A dia
14 DIV, es va realitzar I'assaig de biotinilacid esmentat, i es van analitzar per western
blot els nivells totals i en superficie (extracte total i fraccié biotinilada, respectivament)
de GluR1 i GluR2. La figura 29 mostra el western blot i la quantificacié per als nivells
de les dues subunitats. Com s’esperava, es replica el resultat vist a la figura 28A, B i
C, aquesta vegada amb una aproximacio bioquimica. A més, la fraccié de superficie
presenta la mateixa disminucidé a la condicid6 noquejada per KIS que I'extracte total,
demostrant que I'efecte de KIS sobre els nivells de GIuR1 i GIuR2 es manifesta en una
quantitat reduida d’aquests a la membrana citoplasmatica, provocant I'efecte fisiologic
descrit a la figura 27.
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Figura 29. La disminuci6é de GIuR1 i GIuR2 provocada per la inhibicié de KIS afecta els nivells
d’AMPARs a membrana
Neurones hipocampals es van infectar amb vectors lentivirals expressant shRNA control o contra KIS a 3

DIV, a 14 DIV les proteines de membrana es van marcar amb biotina i I'extracte total (total) i la fraccié
unida a avidina (superficie) es van analitzar per western blot per quantificar els nivells de GIluR1 i GluR2
totals i a membrana. Es mostra western blot i quantificacié. Les barres mostren mitjana (n=3 experiments)
i interval de confianga (a=0.05).
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La segient pregunta era com afectava KIS als nivells totals de les proteines
analitzades. A ?® es demostra el rol de KIS en la traduccié de B-actina, la seva
colocalitzacié amb proteines relacionades amb el transport i traduccié local 'mRNAs i
la seva interacci6 amb els mRNAs de GIluR1, GIluR2 i PSD-95, entre altres. Tots
aguests antecedents ens van fer hipotetitzar que KIS podia estar modulant la traduccio
local d’aquests mRNAs sinaptics. Per tal de demostrar aixd, es van marcar les
proteines de nova sintesi amb el métode BONCAT (veure métodes *®) a cultius
infectats expressant I'shRNA control o contra KIS, com a la figura 29.

Realitzant una immunodeteccié de totes les proteines marcades amb el métode
BONCAT ens revelava que I'abséncia de KIS (demostrada a la figura 30A) no feia
disminuir la traduccié global (figura 30B), en canvi, quan es compara l'efecte de
I'shRNA contra KIS a I'extracte total i a la fraccié de proteina de nova sintesi, s’observa
gue a aquesta ultima la disminucié en GIuR1, GIuR2 i PSD95 és encara més acusada
que a l'extracte total (figura 30C). Aix0 indica que la reduccié de KIS provoca una
disminucié de la traduccié de les proteines analitzades. La proteina mitocondrial
utilitzada com a control, VDAC, no mostra canvis a cap fraccio.
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Figura 30. La disminucié dels nivells de KIS afecta el procés de traduccié de GluR1, GIuR2 i
PSD95.

Analisi BONCAT (veure métodes).

A i B. Extractes totals analitzats per western blot amb anticossos contra KIS o amb estreptavidina per
marcar el total de proteines marcades, respectivament. C. GluR1, GIuR2 i PSD-95, a més de la proteina
control VDAC en extractes totals (total) i fraccié marcada amb AHA (nova sintesi).

4. KIS modulalarepressié traduccional provocada per CPEB3

Després de demostrar que KIS modula la traduccié d'mRNAs de GluR1 i GIuR2, es va
hipotetitzar que el mecanisme molecular sobre el qual KIS podia estar actuant podria
incloure proteines de la familia de CPEB. Sén proteines conegudes per interaccionar
amb mRNAs i modular la seva traducci6 a neurones, entre altres tipus cel-lulars.
Primer es va testar la interaccio entre FLAG-KIS i HA-CPEBL, 2, 3 i 4, expressant-les a
la linia cel-lular HEK293T. La figura 31 mostra la immunoprecipitacio amb anticossos
anti FLAG de la proteina FLAG-KIS. A I'esquerra, veiem el western blot de I'extracte
total, demostrant que KIS no afecta els nivells totals de cap de les proteines CPEB
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expressades, a la dreta, veiem que CPEBL, 2i 3, perdo no CPEB4, coimmunoprecipiten
amb KIS.
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Figura 31. KIS interacciona amb CPEB1, CPEB2 i CPEBS.

FLAG-KIS va ser sobreexpressada en la linia cel-lular HEK293T amb CPEBL, 2, 3 0 4. 24 hores després
es va immunoprecipitar KIS i es van analitzar per western blot els nivells de KIS i les proteines CPEB a
I'input i la fraccié immunoprecipitada.

De les 3 CPEBs que interaccionen amb KIS, CPEB3 controla la traduccié a neurones
de les subunitats de receptor AMPA modulades per KIS, GluR1 i GluR2 791%8219 per
aquest motiu es va decidir testar si CPEB3 estava relacionada amb I'efecte de KIS en
la traduccié de GIuR1 i GIluR2. Es van infectar neurones hipocampals cultivades a 3
DIV amb lentivirus expressant ShRNAs control, contra KIS i contra CPEB3, i els nivells
de proteina es van analitzar per western blot a 14 DIV. A la figura 32A (quantificada a
32B) es veu que I'shRNA contra KIS provoca, com ja s’havia descrit, una baixada en
els nivells de GIuR1 i GluR2, sense afectar la proteina control, Tubulina. L’'shRNA
contra CPEB3 per si sol no provoca canvis en cap de les proteines analitzades, pero
és capac de rescatar els seus nivells si s’expressa amb I'shRNA contra KIS.
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Figura 32. KIS modula la traducci6 de GIuR1 i GluR2 a través de CPEB3

Neurones corticals van ser infectades amb vectors lentivirals expressant shControl, shKIS i/o shCPEB3 a
3 DIV i cultivades fins a 14 DIVs.

A. Western blot representatiu. B. Quantificacié de tres western blots, les barres mostren mitjana i interval

de confianca (0=0.05).
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S’ha demostrat que la sobreexpressido de CPEB3 en neurones hipocampals en cultiu
és capac de reprimir I'aparicié de nous fil-lopodis neuronals . Per demostrar que la
modulacié de KIS sobre la repressio de CPEBS3 tenia consequéncies fisiologiques, es
van transfectar cultius hipocampals a 10 DIVs (just abans que els fil-lopodis comencin
a emergir) amb CPEB3, KIS, o CPEB3+KIS i es van quantificar el nombre de fil-lopodis
a 11 DIVs (figura 33A, quantificaci6 a B). CPEB3, com s’havia descrit a estudis
anteriors, disminueix la quantitat de fil-lopodis a les dendrites. KIS no només provoca
un petit augment en les protrusions, siné que és capa¢ de rescatar la repressio
provocada per CPEB3.
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Figura 33. KIS reverteix 'efecte de CPEB3 sobre el nombre de protrusions a les dendrites de
neurones hipocampals
Neurones hipocampals van ser transfectades a 10 DIVs amb plasmids expressant GFP i la proteina

desitjada, o un plasmid buit en el cas control. Es van fixar 24 hores després.
A. Dendrites representatives de cada condicié. B. Quantificacié de les protrusions per 10 um. Es van
quantificar 10 fragments de dendrita de 20 um per neurona. n>15 neurones per condicio.

5. KIS dissocia CPEB3 i el seu 3'UTR diana, afectant la repressi6 de la
poliadenilacié

El seglent pas després de descriure I'efecte de KIS sobre la modulacié que CPEB3
exercia sobre els mRNAs sinaptics era aprofundir en el mecanisme d’aquest efecte.
Primer, es va comprovar si KIS era capag in vitro de desreprimir la traduccio del gen
reporter Luciferasa unit al 3’UTR de GIuR2, que com ja hem comentat és diana per a
la repressio per CPEB3 9% |a figura 34A mostra que CPEB3, com era esperat, fa
disminuir la traduccié de Luciferasa al voltant d’'un 50%, mentre que KIS, per si sola,
no té cap efecte. De nou, cotransfectar KIS amb CPEB3 rescata la traduccié de
Luciferasa, parcial pero significativament.

Per coneixer el mecanisme d’aquesta modulacié que KIS exercia sobre CPEB3, primer
es va comprovar si la unié demostrada anteriorment entre aquestes dues proteines era
directe o necessitava de la preséncia d’'mRNA, al qual possiblement s’unien les dues
proteines independentment. Per aix0 es va repetir la immunoprecipitacio realitzada a la
figura 31, perdo només amb CPEB3 i en preséncia o abséncia de RNAsa. La figura
34B mostra que la degradacio de I'RNA no té cap efecte en la interaccioé entre CPEB3 i
KIS, demostrant que o bé interaccionen directament o bé formen part del mateix
complex proteic. Aix0 torna a suggerir que KIS esta actuant directament sobre CPEB3,
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descartant el cas d’'una regulacié alternativa sobre altres determinants presents a
I’'mRNA que pogués estar compensant I'efecte de CPEB3.

Esta demostrat que CPEB3 uneix directament molécules d’'mRNA, reclutant i modulant
altres efectors proteics que regularan caracteristiques de I'mRNA amb un efecte final
en la seva traduccié . Per tant, es va hipotetitzar que potser KIS estava alliberant
'mRNA de la repressido exercida per CPEB3 mitjancant una separacié fisica,
desplacant 'mRNA del contacte amb CPEB3. Per demostrat aixd, de nou es van
transfectar HEK293T amb Luciferasa fusionada amb el 3’'UTR de GIuR2, i es va
cotransfectar CPEB3 o CPEB3+KIS. Immunoprecipinant CPEB3, purificavem 6
vegades més gen reporter que en el cas de la IP control, confirmant la seva interaccio
amb CPEB3. La coexpressio de KIS, sense afectar I'eficiencia de la IP de CPEBS3,
disminuia la seva interacci6 amb el 3UTR de GIuR2 fins al nivell de la IP control,
demostrant que KIS dissocia CPEB3 i 'mRNA que regula (figura 34C).
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Figura 34. KIS promou la dissociacié de CPEB3 del 3’'UTR de GIuR2

A. Analisi de l'activitat Luciferasa, fusionada al 3’'UTR de GIuR2. Es van transfectar HEK293T amb
Luciferasa-3UTR GIuR2 en combinacié amb CPEBS3, KIS, CPEB3+KIS, o un plasmid control. Els valors
d’activitat es van fer relatius als obtinguts en el cas control. Les barres mostren la mitjana i l'interval de
confianga (0=0.05). B. Efecte del tractament amb RNAasa sobre l'associacié entre KIS i CPEBS.
Immunoprecipitacié com a la figura 31, pero incubant amb RNAsa quan s’indica. C. Immunoprecipitacio de
CPEB3 i quantificaci6 de 'mRNA copurificar per RT-gPCR. HEK293T van ser transfectades amb el gen
reporter Luciferasa unit al IUTR de GIuR2, a més de FLAG-CPEB3, FLAG-CPEB3 + FLAG-KIS, o un
plasmid control. Es va realitzar una immunoprecipitacié 24 hores més tard amb anticossos anti-FLAG i es
van analitzar els nivells de Luciferasa a I'eluat, relatius al gen control Gapdh.

Es motiu de debat si CPEB3 regula directament la longitud de les cues de
poliadenines, perd esta demostrat que CPEB3 modula la traduccié d’'mRNAs, afectant
el seu estat de poliadenilacié 198 per tant, els efectes de KIS sobre la interaccié entre
CPEB3 i el 3'UTR de GIuR2 i sobre la seva repressié de la traduccié haurien de
reflectir-se en la longitud de la cua de poliadenines d’aquest UTR. Per demostrar-ho es
va transfectar la linia cel-lular HEK293T, com a la figura 34, amb el gen reporter
Luciferasa unit al 3UTR de GIluR2, i es van cotransfectar un plasmid control, CPEBS3, o
bé CPEB3+KIS.
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La figura 35A mostra que la coexpressio de KIS no tenia cap efecte sobre els nivells
d’expressio de CPEB3, perod si sobre I'efecte d’aquest a poliadenilacié del gen reporter.
La figura 35B mostra la reducci6 de la longitud del poliadenines amb la
sobreexpressié de CPEB3, corroborant les dades ja conegudes d’estudis d’altres
laboratoris, la preséncia d’'una sola banda reflexa que les molécules d'mRNA tenien
una cua d’adenines curta, amb molt poca diversitat de longituds. Coexpressant KIS la
banda es difumina cap a mides de DNA majors, reflectant diferents i més nivells de
poliadenilacio (figura 35C i D, representaci6 grafica i quantificacié de la figura 35B).
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Figura 35. KIS modula I'efecte de CPEB3 en la poliadenilacié del 3’'UTR de GIuR2
Analisis de poliadenilacié, HEK293T van ser transfectades amb Luciferasa-3’'UTR GIuR2, 24 hores

després, es va dur a terme una analisi de poliadenilacié (veure métodes).

A. Western blot dels extractes totals utilitzats per a l'analisi de la poliadenilacié. B. Analisi de
poliadenilacié per PCR (veure metodes), amplificant la cua de poliadenines (gel d’agarosa superior) o la
part constant del 3’UTR de GIuR2 (gel d’agarosa inferior). C. Histograma del gel a B. D. Quantificacio de
I'histograma a C, zona poliadenilada relativa a la zona sense poliadenilar, es mostra la mitjana de tres
experiments independents i els limits de confianga (a=0.05).
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Discussio

El procés de transport i control de la traduccié6 d'mRNAs en neurones és important a
tots els estadis del desenvolupament. Des de I'elongacié de dendrites i axons, formant
I'arbre neuronal, fins la creacid de les espines dendritiques i la seva remodelacié, son
tots processos dependents de traduccid proteica regulada en resposta a estimuls. En
concret les espines dendritiques, estructures molt estudiades per la seva importancia
en la creaci6 i emmagatzemament de memories, son exemples paradigmatics de
compartiments cel-lulars on es déna traducci6o dmRNAs concrets en moments
determinats.

Estudis previs del nostre laboratori demostraven la preséncia de KIS a les dendrites
neuronals colocalitzant amb I'mRNA de B-actina i interaccionant amb la quinesina
KIF3A, important per al transport de granuls d'‘RNA a dendrites. Es va demostrar
també la interaccié de KIS amb diversos mRNAs descrits per ser transportats i traduits
de forma regulada a dendrites®®. Totes aquestes dades preliminars apunten a un
paper de KIS en la regulacié de la traduccié dmRNAs.

La demostracié de l'efecte de KIS a l'arbre dendritic de les neurones hipocampals
corrobora les dades obtingudes per I'estudi previ relacionades amb I'efecte de KIS a
I'elongacioé de dendrites, possiblement degut al seu efecte en la traduccioé depenent del
3'UTR de B-actina. Es coneix que la remodelacié i correcta morfologia de les espines
dendritiques depén de traducci6 local de B-actina %, més recentment també sha
demostrat la funcié del citoesquelet de tubulina a la morfologia de les espines
dendritiques, participant en la polimeritzacié del citoesquelet d’actina i contribuint al
transport de diferents components directament dintre de I'espina. KIS es va descobrir
com a una quinasa que interactua amb Stathmin, proteina critica en el control del
citoesquelet de tubulina. La funcié coneguda de KIS en la traduccié de B-actina i la
seva interaccié amb Stathmin sén probablement part de la causa del fenotip observat a
les espines dendritiques de cél-lules amb nivells reduits de KIS. A més de demostrar
'efecte de la falta de KIS en la morfologia de les espines dendritiques, també es
demostra que hi ha diferencies en els nivells d’actina polimeritzada dintre de les
mateixes. Per a aquesta analisi es van mesurar Unicament les espines amb una area
entre 0.25 i 0.75 pm? descartant un possible biaix al ser les espines de les cél-lules
amb nivells reduits de KIS més petites i menys desenvolupades, demostrant que el
procés de polimeritzacio d’actina es veu afectat pels nivells de KIS.

L’efecte de KIS sobre la traduccié i manteniment dels nivells de GIuR1, GIuR2 i PSD-
95 ofereix una altra explicacié per al fenotip d’espines dendritiques observat. En
aquest treball es mostra que la reduccid als nivells i traduccié de GIuR1 i GIluR2 afecta
els seus nivells a membrana. Aquestes dues proteines son les subunitats més
abundants dels receptors AMPA, i el seu nombre a la postsinapsi augmenta molt quan
I'espina dendritica augmenta de mida, molt més que els receptors NMDA *%. En
augmentar la concentraci6 d’AMPAs, es produeix més despolimeritzacié de la
membrana en resposta a alliberament presinaptic de glutamat, facilitant aixi I'activacié
dels receptors NMDA i I'entrada de calci a I'espina dendritica. El calci intracel-lular és
el principal activador de la resposta postsinaptica, activant proteines necessaries per a
'LTP i per tant per a la remodelacié morfoldgica de I'espina dendritica. La reducci6 en
els nivells de receptors AMPA dificulta la maduraci6é de les espines, al reduir la seva
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resposta a l'alliberament de glutamat des del terminal presinaptic. Aixd concorda amb
els nostres experiments d’electrofisiologia on mostrem que els nivells reduits de KIS no
afecten la frequencia de les mEPSC pero si 'amplitud. PSD-95, principal proteina
d’'assemblatge de la postsinapsi, també s’ha demostrat necessaria per a la correcta
resposta a estimuls sinaptics *’.

D’aquesta manera KIS afecta dos processos necessaris per a la plasticitat sinaptica, la
traduccié de subunitats de receptor AMPA i de proteina d’assemblatge PSD-95, i la
polimeritzacié de citoesquelet d’actina a l'interior de les espines dendritiques. En
aguest estudi només es mesura la quantitat d’actina polimeritzada a espines, i no
s’analitza la via molecular responsable d’aquest canvi. Degut a la funcié coneguda
d’Stathmin en la polimeritzacié del citoesquelet de tubulina, i el paper d’aquest tipus de
citoesquelet en la polimeritzacié d’actina i la morfologia de les espines ', es pot
hipotetitzar que KIS té una funcié directe sobre el procés de polimeritzacié d’actina.
Una altra possibilitat que explicaria el fenotip de la morfologia i contingut d’actina
polimeritzada a espines dendritiques causat per la manca de KIS és la seva funcio, ja
demostrada, a la traduccié local de B-actina depenent del seu 3'UTR. Aquesta
traducci6é s’ha demostrat critica per la plasticitat sinaptica, proporcionant actina per a la
polimeritzacié necessaria per a remodelar les espines dendritigues en resposta a
estimul 8,

Les dades presentades demostren la importancia de KIS per a mantenir els nivells
d’actina polimeritzada, sigui afectant els nivells d’actina o directament la polimeritzacio,
a més dels nivells de GIuR1, GIuR2 i PSD-95 a la cel-lula i membrana. Tots aquests
elements expliquen que les cél-lules amb nivells disminuits de KIS tinguin espines
dendritiques amb un nivell de maduracié inferior. EI més probable és que aquest
fenotip sigui degut a la suma dels dos factors afectats per I'abséncia de KIS, els nivells
reduits de GIuR1, GIuR2 i PSD-95 provocaran que les espines dendritiques siguin
menys estimulades per activitat sinaptica, dificultant d’aquesta manera la seva
maduracidé. Per altra banda, la disminucié de la traducci6 i/o polimeritzacié d’actina en
resposta a estimul sinaptic també afectara la remodelacié6 morfologica, dificultant el
seu augment de mida i concordant amb el fenotip observat. El nombre total d’espines
dendritigues no esta afectat per la disminucié en els nivells de KIS, concordant amb
que laparici6 de nous fil-lopodis no requereix traduccié local de proteines, sino
polimeritzacié d’actina preexistent. En canvi, la remodelacié6 mantinguda en el temps
de les espines si que requereix polimeritzacié d’actina i traduccio de proteina de novo.

Es impossible descartar completament una contribucio transcripcional al fenotip de les
espines dendritiques causat per la deplecié de KIS en neurones hipocampals, ja que
KIS té efectes estudiats a I'splicing, i per tant pot estar afectant els nivells de multitud
d’mRNAs ?**. Tot i aixi, els resultats relatius a la contribucié de KIS als nivells de
GluR1, GIluR2 i PSD-95 demostren que la variacié en aquestes proteines es deu a
canvis en el seu rati de traduccio, els nivells dmRNA no es veien afectats en cap cas
per la deplecié de KIS. El treball preliminar on s’analitzava la contribucié de KIS sobre
el 3’'UTR de B-actina també demostrava regulacio al procés de traduccio. La variacio
en els nivells de receptors AMPA, PSD-95 i polimeritzacié d’actina expliquen per si
sols la reducci6é en la maduracié de les espines dendritiques, sent el seu paper en la
regulacié de I'splicing independent del seu paper en la plasticitat sinaptica estudiat en
aguesta tesi.
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La interaccio de KIS amb CPEB3 és interessant, ja que existeixen moltes evidéncies
de la seva funcié en la regulacié de la traduccié de GIuR1, GIuR2 i PSD-95 en
ratoli.?*. La sobreexpressié6 de CPEB3 en neurones hipocampals en el moment de
I'aparicié de les primeres espines dendritiques disminueix el seu nombre **® i, a més, el
ratoli knock out per CPEB3 té espines més grans **°. Igual que CPEBI, el factor
CPEB3 es comporta com un inhibidor de la traduccié d’'mRNAs fins que rep un estimul,
gue el converteix en activador. En relaci6é a les nostres dades, la deplecié dels nivells
de CPEBS per si sola no afecta els nivells de GIuR1 ni de GIuR2 a neurones corticals,
aquest resultat va en contra d’alguns préviament publicats ?*° i pot ser degut a les
diferéncies en l'aproximacié experimental utilitzada, ja que les nostres neurones
estaven menys dies in vitro fins que eren recollides que les del citat estudi. Tot i el fet
que els nivells de GIuR1 i GIuR2 eren independents de CPEB3, I'efecte demostrat de
la disminuci6 dels nivells de KIS sobre aquestes subunitats AMPA si que depenia de
CPEBS3, en reduir via shRNA els nivells d’'aquesta proteina, la reducci6 paral-lela de
KIS no tenia cap efecte. Aixdo demostra que la via per la qual KIS afecta la traduccié de
GluR1 i GIuR2 és compartida amb CPEBS3. Si la manca de CPEB3 incrementés els
nivells dels receptors AMPA podriem estar davant d’'una compensacid, pero el fet que
CPEB3 no sigui necessaria per mantenir els nivells de GIluR1 i GIuR2 pero si perque
KIS moduli la seva traduccié suggereix que tant KIS com CPEB3 modulen la traduccié
utilitzant la mateixa via molecular.

Com s’ha comentat, altres estudis han demostrat la capacitat de CPEB3 per reduir
I'aparicié de noves espines dendritiques quan se sobreexpressa just al moment en qué
aquestes apareixen a les neurones hipocampals in vitro (10-11 DIVs). KIS és capac de
revertir aquesta disminucio i promoure I'aparicié de noves protrusions, concordant amb
resultats publicats per altres moduladors de CPEB3'®, Aquestes dades contrasten
amb les explicades a la figura 1, on es demostra que la disminucié en els nivells de
KIS no afecta el nombre total d’espines dendritiques sin6 la seva morfologia. El ratoli
knock out per CPEB3 tampoc presenta diferéncies en el nombre total d’espines
dendritiques en neurones madures, perd aquestes espines sén més grans **°. En
canvi, quan CPEB3 se sobreexpressa en neurones que encara estan en procés de
maduracié és capag¢ d’inhibir I'aparici6 de noves protrusions a les dendrites. KIS
sembla comportar-se de forma similar pero en la direccié oposada, cosa que suggereix
que la funcié de KIS com a regulador de la traduccié es duu a terme via CPEBS.
L’augment en el nombre d’espines dendritiques quan només se sobreexpressa KIS
probablement té a veure amb la seva actuacié sobre la proteina CPEB3 endogena de
la neurona.

Concordant amb els nostres resultats, CPEB3 també uneix i regula la traducci6 via
3’'UTR de PSD-95. El ratoli knock out per CPEB3 també mostra nivells augmentats de
subunitats de receptor NMDA ?*°, perd és més probable que aquesta regulacié sigui
indirecta, deguda a una major excitabilitat de les neurones com a conseqiiéncia de
'augment en els nivells de PSD-95 i receptors AMPA directament promoguda per la
falta del repressor CPEB3. Estudis sobre el mecanisme molecular de CPEB3 han
hipotetitzat que podria no actuar en la poliadenilacié dels mRNAs per regular la seva
traduccid, ja que no interacciona amb CSPF ni uneix CPEs, i no necessita I'element en
CIS responsable de la poliadenilacié dels mRNAs, la seqiiéncia “AAUAAA” *"°. Tot i
que altres estudis han trobat efectes sobre els nivells de poliadenilacié de 'mRNA de
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GIuR2 en resposta a sobreexpressi6 de CPEB3 % no esta clar si aquestes
diferencies en els nivells de poliadenilacié sén llavors causa o consequéncia de la
modulacié de la traduccié per CPEB3. Per exemple, s’ha demostrat que el factor
d’elongacio eEF2 pot ser segrestat per CPEB2, disminuint la seva activitat GTPasa i

afectant aixi negativament la traducci6 d’'mRNAs interferint en el procés d’elongacio
221

KIS és capag de contrarestar els efectes provocats per CPEB3 tant sobre la traduccio i
poliadenilacié del 3'UTR de GIuR2 com sobre les protrusions emergents de dendrites
de neurones en procés de maduracid. Per simplificar les dades presentades només
s’exposen els resultats obtinguts per la proteina KIS normal, pero la mutacio kinase
dead de la proteina era igualment capa¢ de revertir els efectes de CPEB3 sobre els
diferents reporters. Aquesta dada és sorprenent perd concorda amb estudis previs que
demostren que KIS pot afectar el repressor transcripcional CATS independentment de
la seva activitat quinasa *%, via interaccions proteina-proteina. Al nostre cas, sembla
que KIS esta modulant l'accié de CPEB3 afectant d’alguna manera la seva capacitat
d'unié a 'mRNA, en un sistema heterodleg, la sobreexpressio de KIS disminueix notable
i significativament la quantitat de 3’'UTR de GIuR2 que interaccionava amb CPEB3.

Ja hem esmentat que el ratoli knock out per CPEB3 té nivells més alts de GIuR1,
GIuR2, PSD-95 i receptors NMDA #°, pero estudis més recents que utilitzen ratolins
knock out condicionals compliquen l'escenari. La deleci6 de CPEB3 a céllules
piramidals, abans o després de I'entrenament especific, bloquejava I'adquisicié de
memoria, Demostrant que CPEB3 és important tant per a l'adquisici6 com per a
I'estabilitzacié de coneixement. Correlacionant amb aix0, el knock out de CPEB3 tenia
nivells més alts de GIuR1 i GluR2, perd no era capa¢ d’augmentar els nivells
d’aquestes subunitats de receptors AMPA en resposta a estimul ?°*. Aquesta dualitat
en els rols de CPEB3, que sembla funcionar com a repressor i activador, concorda
amb el que es coneix de la monoubiquitinitzacié de CPEB3 % i de la via molecular per
la qual CPEBL1 controla la poliadenilaci6 de mRNAs.

Al mateix estudi i altres de paral-lels ?°%?*® demostraven 'agregacié de CPEB3 amb un
comportament prionic. Després d’estimular neurones en cultiu CPEB3 formava
agregats insolubles, correlacionant aixi la formacié d’estructures pridoniques amb la
transformacio de CPEB3 des de repressor de la traduccié a activador.

No es coneix el mecanisme molecular de l'actuacié de CPEB3, és possible que
'agregaci6 de CPEB3 provoqui Il'alliberament de 'mRNA amb qué interacciona,
resultant en la seva traduccid. La sobreexpressi6 de CPEB3 monoubiquitinada
funciona com a activador de la traduccié de GIuR2 i de la formacié de protrusions a les
dendrites neuronals. Es possible que la monoubiquitinitzaci6 de CPEB3 la faci més
procliu a oligomeritzar, reclutant CPEB3 endogena i alliberant més mRNAs, també és
possible que CPEB3 oligomeritzada pateixi algun canvi conformacional que promogui
activament la traduccio, creant aixi a I'estructura pridnica un punt d’alta concentracio
d’'mRNAs en traducci6 a la sinapsi. Les nostres dades concordarien més amb el primer
model, ja que es demostra que la sobreexpressio de KIS disminueix la interaccio entre
CPEB3 i el 3UTR de GIuR2. KIS catalitzaria canvis a CPEB3 que promourien la seva
oligomeritzacié, alliberant els mRNAs reprimits, i creant a la vegada un agregat
insoluble de CPEB3 que, comportant-se com un prié, reclutaria molecules de CPEB3
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alliberant més mRNAs, creant aixi memoria molecular a les sinapsis activades.
Aquestes dades concorden amb el que es coneix sobre altres proteines que afecten la
funcié de CPEB3 ™.

Conclusions

e KIS promou el correcte desenvolupament de les espines dendritiques.

e La polimeritzacié d’actina a espines dendritiques requereix de nivells normals
de KIS.

e Ladisminucio en els nivells de KIS afecta el rati de traducci6é de GIuR1, GIuR2 i
PSD-95.

o KIS dissocia CPEB3 del seu mRNA diana, modulant I'efecte represor de
CPEB3 sobre la traduccio.

El treball presentat a aquest segon capitol es va publicar a:

Pedraza, N.,* Ortiz, R.,* Cornado, A., Llobet, A., Aldea, M., Gallego, C. KIS, a kinase
associated with microtubule regulators, enhances translation of AMPA receptors and
stimulates dendritic spine remodeling. J Neurosci. Oct 15;34(42):13988-97 (2014).

| es pot consultar a 'annex 2
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Metodes

1. Cultius primaris, transfeccié i fixacio

En el present treball, es van utilitzar cultius primaris neuronals de cel-lules corticals i
hipocampals, obtinguts sempre d’embrions de ratoli amb 17 dies i mig de gestacio
(E17.5) amb un meétode modificat a partir del protocol classic?**. El dia anterior a la
disseccié dels embrions, es va cobrir la superficie on les neurones serien plantades
amb una solucié de poli-d-lisina (Sigma cat n°P7886) diluida a 0.5 pg / mL en un
tampd boric-borat a pH 8.5 i es va incubar durant tota la nit en aquesta solucio per
preparar la superficie per a la correcta adhesio de les neurones. El mateix dia de la
dissecci6, es van netejar les plagues 5 vegades amb aigua miliQ per eliminar tota la
poli-d-lisina no adherida a la placa, ja que pot ser toxica per a les neurones.

Per a I'obtencid de les cél-lules, es va realitzar eutanasia sobre un ratoli femella
prenyada de 17.5 dies, es van extreure els embrions i es van traslladar a una campana
de cultius per treballar en condicions d’esterilitat. Es van disseccionar els cortexs i els
hipocamps amb forceps i bisturi en medi de dissecci6 fred, treballant sempre en gel.
Després de la disseccio, els cortexs i els hipocamps es van netejar dues vegades amb
el mateix medi de dissecci6 per eliminar teixit sobrant i es va afegir tripsina (Fisher cat
n°15090046) a 0.25% i DNAasa (Sigma cat n°DN25) a 0.2 mg / mL. Es va incubar el
teixit amb la tripsina i la DNAsa durant 15 minuts a 37°C.

Després de la digestié enzimatica, es van rentar els trossos de teixit tres vegades amb
medi de sembrat per eliminar la tripsina, deixant-los sedimentar en comptes de
centrifugar per mantenir el maxim de viabilitat. Un cop nets es va disgregar
mecanicament passant-los 10 vegades per una pipeta pasteur de 230 mm amb la
punta estreta. Després es van comptar les cél-lules amb una camera de Burker i es
van plantar en medi de sembrat, a una densitat de 70000 cél-lules per cm? per
experiments bioquimics o transfeccions i 35000 cél-lules per cm? per experiments
d’'imatge.

Un cop plantades les neurones, es van mantenir a lincubador (37°C, 5% CO2,
ambient saturat d’humitat) durant 2 a 4 hores, després de les quals es va canviar el
medi de sembrat per medi de manteniment neuronal. A partir d’aquest moment, es
consideren in vitro, deixant-se els dies in vitro (DIVS) necessaris per a cada
experiment.

Per als cultius hipocampals en cameres microfluidiques de PDMS, es van utilitzar les
cameres amb microcanals de 500 um AXIS™Axon Isolation Devices (Millipore cat
n°AX50010) es van seguir les instruccions del fabricant pel que fa a la neteja i
preparacio de les microcameres. Les cél-lules es van plantar al canal en medi de
plantat i es va canviar el medi a les 2 hores per medi de manteniment neuronal, amb
molta cura de no generar forces de cisalla.
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Medis utilitzats:

Medi Contingut

Medi de disseccid HBSS 1x (VWR cat n°X0507), glucosa
0.8%, penicil-lina / estreptomicina (Fisher
cat n® 15140122)

Medi de sembrat MEM (VWR cat n° L0415), FBS 10%
(Cultek cat n® 91S51810), glucosa 0.8%
penicil-lina / estreptomicina

Medi de manteniment neuronal Neurobasal (Fisher cat n® 21103049), B-
27 2% (Fisher cat n° 17504044),
Glutamax 1% (Fisher cat n°® 35050),
penicil-lina / estreptomicina

Tant el B-27 com el glutamax es van
guardar a -20°C i afegir al moment d’us

Per transfectar els cultius neuronals, es va utilitzar el métode del calci fosfat, amb el kit
CalPhos Mammalian Transfection Kit (Clonetech cat n°631312), com que les neurones
son cel-lules delicades i molt dificils de transfectar, en comptes de les instruccions del
fabricant, el kit es va utilitzar amb el protocol adaptat per a l'aplicacié en neurones
(descrit a *®). Per fixar els cultius per experiments d’'imatge, les neurones es van
netejar dues vegades amb PBS fred, i després es van fixar amb 4% Paraformaldehid,
4% sucrosa en PBS, durant 30 minuts a 4°C.

2. Cultius de linies cel-lulars, transfecci6, produccié de virus i infeccio

Una linia utilitzada va ser Neuro2A (o N2a), provinent de neuroblastoma de ratoli. Es
van triar perqué tot i que no fan sinapsis expressen gens neuronals de forma
endogena i tenen un origen neuronal. També es van utilitzar les ceél-lules HEK293T
(Human Epithelial Kidney 293 Transformed), que provenen d’epiteli embrionari huma i
sén molt utilitzades per la seva facilitat de cultiu, manipulacié i transfecci6. Ambdues
linies es van cultivar en DMEM (VWR cat n°L0104) complementat amb 10% Fetal
Bovine Serum (Cultek cat n°®91S1810) i penicil-lina / estreptomicina (Fisher cat
n°15140122) per evitar contaminacions. Per al manteniment d’ambdues linies
cel-lulars, es netejaven amb PBS preescalfat a 37°C per eliminar tot el medi, després
s’incubaven amb tripsina (VWR cat n° L0931) a lincubador durant 2 minuts, es
resuspenien en medi de cultiu i es centrifugaven a 500g durant 5 minuts. Es
resuspenien els pel-lets de cél-lules i es plantava en una placa amb medi fresc una
dilucié 1:10.

Per transfectar les linies cel-lulars, es van plantar 24 hores abans de la transfeccié, de
tal manera que I'endema estiguessin a un 70% de confluéncia, i es van transfectar
amb CalPhos Mammalian Transfection Kit, seguint les instruccions del fabricant. Per a
la produccié de virus, es van transfectar cel-lules HEK293T amb els plasmids
pHR82AR i pVSV.G, juntament amb el plasmid lentiviral desitjat. 12 hores després de

88




Métodes |

la transfeccid, es va canviar el medi de cultiu de les HEK293T per medi de
manteniment neuronal. 48 hores més tard, es va col-lectar el medi contenint els virus i
es va filtrar amb filtres de polietilensulfona de 0.45 um, aquest medi filtrat que conté els
virus es va utilitzar directament per infectar les neurones, substituint (i guardant) el seu
medi de cultiu per medi d’infeccio, compost per 50% medi amb virus i 50% medi de
manteniment neuronal fresc. L’endema al mati, el medi d’infeccié es va substituir pel
propi medi de les neurones retirat el dia anterior.

3. Experiments d’imatge, SpinedJ i FociJ

Les imatges confocals de transfeccions amb GFP, immunofluorescencies i smFISH es
van obtenir amb un microscopi confocal Zeiss LSM780. Es va ajustar la poténcia del
laser i del tub fotomultiplicador per a les necessitats de cada experiment, pero
mantenint en cada cas aquests parametres iguals entre problemes i controls. En tots
els casos es va utilitzar I'objectiu de 63 augments. Es van agafar conjunts d’'imatges
amb una profunditat d’'uns 15 ym aproximadament amb el pinhole ajustat a 1 airy. Les
quantificacions d’immunofluorescéncies van ser realitzades amb métodes estandard
del programa ImageJ (Wayne Rasband, NIH).

Per detectar les espines dendritiques i obtindre els seus valors morfologics quantitatius
i la intensitat de tincions amb marcadors fluorescents les imatges es van adquirir amb
una resolucio de 0.13 um / pixel, adquirint una imatge a I'eix Z cada 0.37 um. Es va
escriure el plug in SpineJd, utilitzant llibreries i procediments inclosos a ImageJ. SpineJ
necessita que la neurona a analitzar expressi alguna proteina fluorescent a nivells alts,
en un context de fons baix. El programa detecta el contorn de les dendrites basat en el
contrast entre pixels brillants de la neurona i el fons. El funcionament es basa en la
definicio per part de l'usuari del recorregut de la dendrita, ajudat pel software, després
SpineJ utilitza un algoritme per detectar protrusions des de la dendrita analitzant el
canvi en el seu contorn. Un cop detectada la protrusio, s’obtenen les caracteristiques
morfologiques i la intensitat dels pixels a tots els canals.

Per analitzar els resultats de la smFISH, les imatges es van adquirir amb una resolucio
de 0.13 pum / pixel, adquirint una imatge a I'eix Z cada 0.5 ym. Es va escriure al nostre
laboratori el plug in Focid utilitzant llibreries i procediments inclosos a ImageJ. FociJ
detecta el senyal de la smFISH (consistent en punts brillants) basat en la detecci6é de
grups de pixels marcadament més brillants que el fons. FociJ era capac¢ de detectar
simultaniament tres canals, dos per a la smFISH (senyals intronica i exonica) i un per a
realitzar una immunofluorescéncia (sempre contra el marcador dendritic MAP2), el
programa detectava les zones positives per MAP2 i establia una distancia minima a les
neurones per evitar falsos positius. FociJ permetia excloure zones de lanalisi,
normalment, els somes eren descartats per detectar a senyal de la smFISH només a
les dendrites. Per a l'analisi de smFISH a cél-lules transfectades amb GFP, es va
escriure una variant de FociJ que ajudava a l'usuari a detectar les dendrites d’'una
neurona que expresseés nivells alts de GFP. Després buscava senyal de smFISH al
canal desitjat, unicament a l'interior de les dendrites detectades.
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4. Electrofisiologia

Els mesuraments de mEPSC de cél-lula completa es van dur a terme en neurones
hipocampals a 17-21 DIVs, que havien sigut infectades amb els lentivirus necessaris a
7 DIVs. Les resisténcies mitjanes de les pipetes utilitzades per a les mesures eren 3-4
MQ quan estaven plenes de soluci6 interna (130 mM K-gluconat, 4 mM MgClI2, 1 mM
EGTA, 10 mM HEPES, 3 mM Na2ATP, 1 mM NaGTP, pH 7.2, 290 mOsm / kg). La
solucié externa contenia 130 mM NacCl, 5 mM KCI, 2 mM MgCI2, 2 mM CaCl,, 10 mM
HEPES, 10 mM glucosa, 1 uM tetrodotoxina i 10 uM pictrotoxina, pH 7.4. L’osmolaritat
de la solucié externa era 290 mOsm / kg, tots els experiments es van realitzar a
temperatura ambient. Es van mesurar en total 5 neurones infectades amb shControl i 7
infectades amb shKIS, obtenint un total de >5700 i >7300 mEPSC per a cada cas.

5. Produccié de DNA, clonatges i vectors

Els plasmids es van amplificar a Escherichia coli DH5a i obtenir mitjangant el kit
NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel cat n°740588) seguint les instruccions del
fabricant. La integritat i qualitat del DNA es va mesurar mitjangant electroforesi en gel
d’agarosa i espectrometria amb nanodrop. Les digestions de DNA amb endonucleases
de restriccio, electroforesis de DNA, lligacions i transformacions es van realitzar
segons els protocols descrits a Current Protocols in Molecular Biology %*°. Les PCRs
es van realitzar amb Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Fisher cat n°10024537)
seguint les instruccions del fabricant, i el DNA es va purificar amb el kit NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel cat n°740609).

Plasmids utilitzats:

Plasmid Contingut Font

pcDNA3 Vector d’expressié amb Invitrogen
promotor CMV

pEGFP-N1 Vector que expressa GFP | Clonetech

sota el promotor CMV

PCDNA3-FLAG

Expressa FLAG sota CMV

Clonat al nostre laboratori

pcDNA3-KIS

Expressa KIS sota CMV

Clonat al nostre laboratori

pcDNA3-CPEB3

Expressa CPEB3 sota
CmVv

Clonat al nostre laboratori

pcDNA3-hKIS

Expressa KIS humana
(resistent a I'shKIS) sota
CMV

Clonat al nostre laboratori

pcDNA3-FLAG-KIS

Expressa FLAG-KIS sota
CMV

Clonat al nostre laboratori

pNBM470

Expressa HA sota CMV

Clonat al nostre laboratori
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pNBM470-CPEB1

Expressa CPEB1
fusionada amb HA sota
CMV

Clonat al nostre laboratori

pNBM470-CPEB2

Expressa CPEB2
fusionada amb HA sota
CMV

Clonat al nostre laboratori

pNBM470-CPEB3

Expressa CPEB3
fusionada amb HA sota
CMV

Clonat al nostre laboratori

pNBM470-CPEB4

Expressa CPEB4
fusionada amb HA sota
CMV

Clonat al nostre laboratori

pGL3b-GaussialLuciferasa

Expressa Luciferasa sota
CMV

Regal Raul Mendez

pGL3b-Cypridina

Expressa cypridina sota
Cmv

Regal Raul Mendez

pGL3b-Gaussialuciferasa-

Expressa Luciferasa

Clonat al nostre laboratori

3'UTR GIuR2 fusionada amb el 3UTR
de GluR2

pHR82AR Plasmid necessari per ala | Invitrogen
produccio de virus

pVSV.G Plasmid necessari per ala | Invitrogen
produccio de virus

pLKO.3G-shControl Vector lentiviral, expressa | Sigma
GFP i shRNA control

pLKO.3G-shKIS Vector lentiviral, expressa | Sigma

GFP i shRNA contra KIS

pFUGW.GFP-shControl

Vector lentiviral, expressa
GFP i shRNA control

Regal Michael Kiebler

pFUGW.GFP-shStaufen2

Vector lentiviral, expressa
GFP i shRNA contra
Staufen2

Regal Michael Kiebler

pZsGreen

Expressa ZsGreen sota
CmVv

Clonetech

PCDNA3-ZsGreen-116

Expressa ZsGreen
fusionat amb la seqiiéncia
de I'ex615-intr616-ex016

Clonat al nostre laboratori
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pcDNA3-ZsGreen-19 Expressa ZsGreen Clonat al nostre laboratori
fusionat amb la seqiiéncia
de I'exd8-intr69-ex69

pcDNA3-FLAG-ZBP Expressa ZBP fusionat a Clonat al nostre laboratori
FLAG sota CMV

pcDNA3-FLAG-CPEBL1 Expressa CPEB1 fusionat | Clonat al nostre laboratori
a FLAG sota CMV

pcDNA3-FLAG-Staufenl Expressa Staufenl Clonat al nostre laboratori
fusionat a FLAG sota CMV

pcDNA3-FLAG-Staufen2 Expressa Staufen2 Clonat al nostre laboratori
fusionat a FLAG sota CMV

pcDNA3-ZsGreen-MBS Expressa ZsGreen Clonat al nostre laboratori
fusionat amb la seqiiéncia
MBS
pcDNA3-ZsGreen-116- Expressa ZsGreen Clonat al nostre laboratori
MBS fusionat amb la seqiiéncia

de I'exd15-intr616-ex016 i
la sequiéncia MBS

pcDNA3-FLAG-MCP Expressa la proteina MCP | Clonat al nostre laboratori
fusionada amb FLAG

pSUPER-shcontrol Expressa GFP i un shRNA | Regal Michael Kiebler
control

pSUPER-shStaufen2 Expressa GFP i un shRNA | Regal Michael Kiebler

contra Staufen2

6. Extracciéo d’'RNA, RT-PCR i gPCR

L’extraccid d’'RNA es va dur a terme amb Total RNA purification kit (VWR cat n°R6834)
per cél-lules a les plaques o eluats d'immunopurificacié. Quan calia purificar RNA des
de liquids o eluir en volums molt petits per a concentrar la mostra (obtencié de
sinaptoneurosomes) 'RNA es va extreure amb TRI reagent (Sigma cat n°T9424). La
integritat i puresa de 'RNA es mesurava amb electroforesi en gel d’agarosa i
espectrofotometria al nanodrop. Per a la retrotranscripcio, fins a 1 pyg d'RNA es
retrotranscrivia a cDNA amb Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche cat
n°4379012001) utilitzant com a oligonucleotids hexamers a l'atzar, per evitar I'esbiaix
cap a 3’ de la sequéncia retrotranscrita provocat pels oligo-dTs.

Per a la quantificacié per PCR quantitativa, 0.5-1 pL de la reaccio de retrotranscripcio
es va afegir a la reaccié de gPCR amb JumpStart Tag ReadyMix for quantitative PCR
(Sigma cat n°D7440). En el cas en qué no era possible realitzar PCR quantitativa, es
va dur a terme PCR semiquantitativa amb DreamTaq Green DNA Polymerase (Fisher
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cat n°EPQ712). Per a les relativitzacions, es va utilitzar DNA genomic de ratoli
comercial (VWR cat n°69239) sempre que era possible, ajustant la quantitat de motlle
per obtenir resultats similars als obtinguts des del cDNA de la RT-PCR, normalment
entre 1 i 10 ng de gDNA per reaccid. Quan no era possible utilitzar DNA genomic com
a relativitzador es van amplificar per PCR des de cDNA els transcrits desitjats i es van
quantificar per electroforesi en gel d’agarosa.

La reacci6 de PCR quantitativa o semiquantitativa es va dur a terme als dos casos
com segueix:

Termociclador Cicle

94°C durant 10 minuts Desnaturalitzacio inicial

94°C durant 15 segons

55°C durant 20 segons 45 cicles

72°C durant 30 segons

7. Primers utilitzats per PCR quantitativa

La sonda estava marcada en tots els casos amb la combinacié 6xFAM / Black Hole
Quencher 1. Quan no s’indica el contrari, tots els primers i sondes van ser comprats a
Sigma i tenen com a diana seqliéncies de ratoli.

Diana Tipus Seqiiéncia 5’-3’

CaMKlla ex6 1-intr6 1 Sentit CCCGATTCACAGAAGAGTA
Antisentit | CCATGCTCTCTAGGACTC
Sonda TTTGAGGAACTGGGAAAGTGAGTC

CaMKlla exo6 2-intr6 2 Sentit TGCCAAGATTATCAACAC
Antisentit | AGGGTCTATTCTCTTCAC
Sonda CAGCCAGAGGTAGGTTACCGCAC

CaMKlla intr6 3-ex6 4 Sentit GTTGCTCCTGGAATTTAAC
Antisentit | CGAAGATAAGGTAGTGGTG
Sonda ATGACAGCATCTCCGAGGAGG

CaMKlla ex6 5-intr6 5 Sentit GGAACTGTTTGAAGACATTG
Antisentit | CTGGGAAGCTGACTGTAG
Sonda TGAGTACTGGCTGCAACCTGG

CaMKlla ex6 6-intrd 6 Sentit GACCTGAAGGTGAGTAAC
Antisentit | GGTGGAGACATGAAAGAA
Sonda AAGCAGCTTTCCCAAGTCCC

CaMKlla ex6 8-intr6 8 Sentit CTGTGGTAAGTCCAATCC
Antisentit | CAGGAGAGGAGAGATGAC
Sonda AGCCCTGTTCGTCTCCCAGC

CaMKlla exd 9-intr6 9 Sentit GTACCAGCAGATCAAAGC
Antisentit | AGACCCTAATCACTAGGC
Sonda CCTATGATGTGAGTGTTGCTCCC

CaMKlla ex6 10-intr6 10 Sentit TCGGTGAGCCTTTATCAG
Antisentit | CAGTGAGCCAGAGATTCC
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Sonda CGTGCTCCTCCAGGTCTTGT
CaMKlla exd 11-intré 11 Sentit GCCTGAAGAAGTTCAATG

Antisentit | AACCGATGAAGAGAAGAG

Sonda AACTGAAGGTAACCTGTCCTTATTC
CaMKlla ex6 12-intré 12 Sentit CCATCCTCACCACTATGC

Antisentit | GCTACCCAACAGTGTAATG

Sonda CCACCAGGAACTTCTCCGGT
CaMKlla intré 14-ex6 15 Sentit CTGTCGTTATTTGTGTCC

Antisentit | GACTCAAAGTCTCCATTG

Sonda CTACCTTACAGTGCGCAAACAG
CaMKlla ex6 15-intr6 15 Sentit ACAGGAAATTATCAAAGTGA

Antisentit | GAGTGAGTAGGTTCAGAA

Sonda AGCTGATCGAAGCCATAAGCAAT
CaMKlla ex6 16-intrd 16 Sentit CCTGGACTTTCATCGATTC

Antisentit | GAGAGCAGACAACAGACA

Sonda ATTTTGAAAACCGTGAGCAATCCCT
CaMKlla ex6 17-intré 17 Sentit TCCACTTCCACAGATCTG

Antisentit | CCTCTACTAAGGCAATACC

Sonda TCCTGCCGCAGTAAGGATTCT
CaMKlla Sentit GACGAAGACACCAAAGTG

Antisentit | GGACTCAAAGTCTCCATTG

Sonda ACAGGAAATTATCAAAGTGACAGA
eEF1Al1 Sentit GAGCCAAGTGCTAATATG

Antisentit | TGGTGGTAGGATACAATC

Sonda AAAGTCACCCGCAAAGATGGC
Gapdh Sentit GGTCTACATGTTCCAGTA

Antisentit | CCCATTTGATGTTAGTGG

Sonda ATTCAACGGCACAGTCAAGGC
Malatl Sentit GTGCTGAAAATTAGATGTTC

Antisentit | CCTTCTAAATACATACATTCTCTA

Sonda AATGTGCTCCAATGTACTTGTGCTT
ZsGreen Sentit GTGGAGGAGAACTGCATG

Antisentit | TGTCGGTCATCTTCTTCA

Sonda ACCACGAGTCCAAGTTCTACGG
TBP Sentit CACCAATGACTCCTATGA

Antisentit | CCAAGATTCACGGTAGATA

Sonda CCTATCACTCCTGCCACACCA
TBP (Huma) Sentit CTGTGATGTGAAGTTTCC

Antisentit | GGGTTTGATCATTCTGTAG

Sonda TGCTCACCCACCAACAATTTAGTA
GluR1 Applied | Grial Mm00433753_m1

Biosyste
GluR2 Applied | Gria2 Mm00442822_m1

Biosyste
PSD95 Applied | pig4 Mm00492193_m1

Biosyste
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8. Primers utilitzats per PCR semiquantitativa

Tipus Seqiiéncia 5’-3’
CaMKlla isoforma llarga Sentit CCATCCTCACCACTATGC
ENSMUST00000102888.9 | Antisentit | CTGGATCTTCCTTCTTCAC
CaMKlla isoforma curta Sentit CTTGCCTGGTGTTGCTAA
ENSMUST00000039904.6 | Antisentit | CTGGATCTTCCTTCTTCAC
Ex6 16-Intré 16 junction Sentit CCTGGACTTTCATCGATTC

Antisentit | CTGGATCTTCCTTCTTCAC
Intr6 16-Ex06 17 junction Sentit TGTGGTATCCTGTTATCTAG

Antisentit | CCATCAGGTGGATGTGAG

9. Immunofluoresceéncia

Els cultius hipocampals es van fixar als DIVs desitjats amb paraformaldehid i sucrosa
com s’ha explicat. Després de fixar i rentar el PFA, les neurones es van permeabilitzar
amb trité X-100 0.1% en PBS durant 5 minuts a 4°C, rentar tres vegades amb PBS i
bloquejar amb Normal Goat Serum 5% en PBS durant 30’.

Els anticossos primaris es van incubar durant 2 hores a temperatura ambient, o tota la
nit a la nevera, diluits a solucié de bloqueig, després de la incubacid, es van rentar les
cel-lules tres vegades amb PBS i es va incubar I'anticos secundari en solucié de
blogueig, durant 30 minuts a temperatura ambient. En el cas de la fal-loidina, es va
utilitzar com si es tractes d’'un anticds secundari. Després de la incubacié amb I'anticos
secundari es van realitzar tres rentats més amb PBS abans del muntatge la mostra
amb una solucié de 50% de glicerol en 0.1x PBS.

Anticossos utilitzats:

Anticos Dilucio Font

PSD-95 1:400 Millipore cat n°MABNG8

GluR1 1:400 Millipore cat n°AB1504

GluR2 1:400 Sigma cat n°SAB4300535
MAP2 1:1000 Sigma cat n°M1406
Anticossos secundaris

Alexa-568 ase anti-conill 1:2000 LifeTechnologies cat n°A10042
Alexa-568 ase anti-ratoli 1:2000 LifeTechnologies cat n°A10037
Altres marcadors

Fal-loidina-Rodamina 2U/mL Sigma cat n°P1951
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10. Western blot

Les céel-lules es van rentar sempre amb PBS fred abans de recollir-les amb el volum
desitjat de 1xSR. Un cop dissoltes a SR, es van sonicar per trencar les membranes i
DNA genomic. Després es va afegir el volum corresponent de 4xSS (20% sacarosa i
0,05% blau de bromofenol) i B-mercaptoetanol al 2%. Abans de carregar les proteines
al gel d’acrilamida o congelar-les, es van bullir durant almenys 5 minuts a 95°C.
L’electroforesi es va dur a terme en gels SDS-PAGE (SDS - Poliacrilamide Gel
Electrophoresis), entre un 7.5% i un 15% d’acrilamida, depenent de la mida de la
proteina a detectar. Es va utilitzar sempre el sistema de Miniprotean (Biorad).

Després de l'electroforesi les proteines es van transferir a membranes de PVDF
(Fisher cat n°® 10452792). Després de la transferéncia, la membrana va ser bloguejada
amb 5% de llet en pols en PBS-T (PBS + 0.1% Tween20) durant 1 hora, després de la
qual va ser rentada tres vegades en PBS-T durant 15, 5 i 5 minuts en agitacio.
L’anticos primari es va incubar durant 1 hora a temperatura ambient o tota la nit a la
nevera, diluit en solucié de bloqueig diluida 1:20 en PBS-T. Després de la incubacié
amb l'anticos primari, la membrana es va rentar tres vegades amb PBS-T durant 15, 5
i 5 minuts en agitacio.

L’anticos secundari es va incubar amb la membrana durant 40 minuts a temperatura
ambient, en el mateix tampd que I'anticos primari. Després es van realitzar sis rentats,
un de 15 minuts i cinc de 5 minuts, amb PBS-T en agitacio, abans de realitzar la
deteccid, que es va fer amb I'escaner Oddisey Fc o amb els reactius ECL (Bio-Rad cat
n°1705060) depenent de I'anticos secundari utilitzat

Anticossos per western blot:

Anticossos primaris

GluR1 1:500 Millipore AB1504

GluR2 1:500 Sigma AB880

PSD-95 1:2000 Millipore MABN68

Tubulina 1:2000 Sigma B-5-1-2

VDAC 1:1000 Abcam Ab15895

KIS 1:100 Fet pel laboratori en col-laboraci6 amb
AbBCN

HA 1:1000 Sigma 12CA5

FLAG 1:2000 Sigma F3165

Histone H3 1:1000 Abcam Ab1791

hnRNPA2B1 1:1000 Novus Biologicals NB120-6102

CPEB3 1:500 Abcam Ab10883
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Staufenl 1:500 Regal de Michael Kiebler

Staufen2 1:500 Regal de Michael Kiebler

Anticossos secundaris

IRDye 680 RD 1:10000 | LI-COR Biosciences Cat n°926-68070

IRDye 800 CW 1:10000 | LI-COR Biosciences Cat n°926-32210

Proteina A/G marcada amb | 1:10000 | ThermoFisher cat n°32490
HRP

IRDye 800CW Streptavidina | 1:1000 LI-COR Biosciences cat n°® PN926-32230

11. Immunoprecipitacioé de proteines marcades amb FLAG

Per al cas de les cél-lules en cultiu, siguin corticals o linies cel-lulars, les céel-lules es
van netejar amb PBS fred i es van recollir amb un rascador en el volum necessari de
tampd d’'immunoprecipitacié (20 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM MgCiI2,
0.1% Trité X-100, 10% glicerol, 0.5 mM DTT, 1x inhibidor de proteases [Roche cat
n°05056489001] 1x inhibidor de fosfatasses [Roche cat n°4906845001], si es pretenia
analitzar RNA a l'eluat, I'aigua es tractava amb DEPC i s’afegien 40 U / ml inhibidors
d’RNAses [LifeTechnologies cat n°10777019]). Un cop recollides, es van sonicar el
temps necessari per reduir la viscositat de la solucid, sempre en gel i amb pauses per
evitar 'augment de temperatura. Després es centrifugaven durant 10 minuts a un
minim de 10000g a 4°C per eliminar el debris cel-lular, el sobrenedant es va recollir i
incubar amb el volum desitjat de reina de FLAG M2 agarosa (Sigma cat n°® A2220),
durant 2 hores a 4°C en rotacio, s’afegia RNAsa durant la incubacio si era necessatri.

Després de la incubacio la reina es recuperava per centrifugacié durant 1 minut a 50g
a 4°C, i es rentava 3 vegades amb 0.5 mL de tampé RIP, en rotacié durant 5 minuts.
En cas que l'eluat de la immunoprecipitacié es volgués analitzar per western blot, la
reina s’incubava en un volum de 2xSSR durant 5 minuts a 95°C. Si es tractava d'una
immunoprecipitaci6 d’'RNA, la reina s’incubava en tampd de lisi del kit d’extraccié
d’RNA (EZNA Total RNA Purification KIT), durant 15 minuts a 4°C en rotaci6. El
western blot o protocol d’extraccié RNA continuava normalment a partir d’aquest punt.

12. Immunoprecipitacio de proteines endogenes de cervell

Per a les immunoprecipitacions d’Staufen1 i Staufen2 a partir de cervell adult de ratoli
es van utilitzar tres cervells per condici6. Es va disgregar el teixit en tampoé
d'immunoprecipitaci6 amb ajuda d’'un homogeneitzador Douncer. Després es van
eliminar els nuclis i el debris cel-lular amb dues centrifugacions sequencials, a 1000g
durant 10 minuts i a 10000g durant 10 minuts, sempre a 4°C, recuperant el
sobrenedant amb cura de no resuspendre el pel-let i sempre en gel. Es va recollir una
mostra del segon sobrenedant, tant per RNA com per proteina, i la resta va ser utilitzat
com a input, netejant-lo primer amb proteina A sefarosa (Fisher cat n®11514945)
durant 2 hores a 4°C i en rotacié. Després de la neteja, la sefarosa es va eliminar per
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centrifugacié, i el sobrenedant va ser incubat amb l'anticds desitjat (5 ug d’anticos
especific contra Staufen1, Staufen2, o anticos control). L’anticos es va recuperar amb
proteina A sefarosa (125 pL de la dilucié de reina al 50%), incubant en rotacié, a 4°C
durant 2 hores, i la sefarosa es va rentar 5 vegades amb 1 mL de tampd
d'immunoprecipitacié, centrifugant entre rentats durant 1 minut a 50g a 4°C. A I'dltim
rentat, es va separar un terg¢ de la sefarosa per I'analisi per western blot i es va incubar
amb un volum de 2xSSR a 95°C durant 5 minuts. La resta, per a I'analisi d’RNA, es va
incubar en tamp¢ de lisi del kit d’extraccié d’RNA durant 15 minuts a 4°C i en rotacio.
El western blot o protocol d’extracci6 RNA continuava normalment a partir d’aquest
punt.

13. Crosslinking i immunoprecipitaci6 amb el sistema MS2 (MS2 Binding
sequence-MS2 coat protein)

Per a la immunoprecipitacid de 'mRNA de ZsGreen unit a l'intré 16 de CaMKlla (o
ZsGreen com a control), es va realitzar una immunopurificacié indirecta utilitzant el
sistema MS2. Aquest consisteix en la uni6 de la sequéncia MBS (MS2 Binding
Sequence) a la de I'mRNA desitjat (resultant ZsGreen-MBS o0 ZsGreen-116-MBS), la
cotransfeccié del plasmids expressant aquests mRNAs amb la proteina FLAG-MCP
(MS2 coat protein, que uneix especificament i amb alta afinitat la seqiéncia d'mRNA
MBS) permetia immunoprecipitar indirectament la molécula d'mRNA fusionada a la
sequencia MBS.

Per realitzar aquesta immunoprecipitacio, les cel-lules N2a (a plaques de 100 mm) es
van transfectar amb 8 pg pcDNA3-ZsGreen-Intro16-MBS o pcDNA3-ZsGreen-MBS
com a control, als dos casos es va cotransfectar 2 yug de pcDNA3-FLAG-MCP. 24
hores més tard, es van recuperar les N2a de la placa de cultiu mitjangant tripsinitzacio,
durant 2 minuts a 37°C, immediatament després es va bloquejar la tripsina amb medi
de cultiu cel-lular (que conté FBS) fred, i es van traspassar les mostres a gel. La
tripsina i el medi de cultiu es van rentar dues vegades amb PBS fred, centrifugant
entre rentats a 500g durant 5 minuts a 4°C. Les cél-lules es van resuspendre en PBS
deixant-les a 2 milions / mL i es va afegir formaldehid fins a 0.3%, incubant-lo en
rotacié a temperatura ambient durant 10 minuts, després dels quals es va afegir glicina
(fins a 0.125 M) per bloquejar el formaldehid, i les cél-lules van ser rentades dues
vegades més amb PBS fred. Un cop netes es van resuspendre en tampé
d'immunoprecipitacio i es van sonicar per trencar les cél-lules i eliminar la viscositat.
Es va centrifugar la solucié durant 10 minuts a 10000g a 4°C per eliminar els nuclis i el
debris cel-lular. El sobrenedant va ser incubat amb reina M2 FLAG agarosa durant 4
hores a 4°C en rotacid, després de la incubacié la reina es va recuperar per
centrifugacié i es va rentar 5 cops amb tampd d’'immunoprecipitacio, sempre a 4°C i en
gel. Després del rentat, la reina es va incubar amb el tampé de lisi del kit d’extraccio
d’RNA durant 15 minuts a 4°C i en rotacio, extraient 'RNA de forma normal.

14. Purificacié de granuls d’RNA de cervell

Per obtenir els granuls d’'RNA, els cervells de ratoli adult es disgregaven en tampé
IMAC (20 mM HEPES pH 7.4, 140 mM d’acetat potassic, 1 mM d’acetat de magnesi, 1
mM d’EGTA, 1x inhibidors de proteases i de fosfatasses, 40 U / mL inhibidors de
RNAses, en aigua tractada amb DEPC) amb l'ajuda d’'un homogeneitzador Douncer.

98



Métodes |

Un cop disgregat, es centrifugava a 1000g durant 10 minuts, resultant en P1 (que
conté nuclis i debris) i S1, la fraccié S1 es centrifugava de nou a 10000g durant 10
minuts, deixant al P2 reticle endoplasmatic i estructures membranoses grans. L’S2 es
centrifugava de nou a 100000g durant 60 minuts, resultant en un pél-let P3 que
contenia els granuls d’RNA, que es resuspenien en 2xSSR o en tampd de lisi del kit
d’extracci6 d’'RNA, pipetejant i mesclant amb el vortex energéticament durant uns
minuts, el western blot o I'obtencid d’RNA continuava de forma normal.

15. Obtencié de sinaptoneurosomes funcionals

Per a les estimulacions amb BDNF i NMDA es van obtenir sinaptoneurosomes
funcionals des de cervell de ratoli adult, amb un protocol modificat a partir del creat per
Nagy A. et al**. El cervell adult s’homogeneitzava en un tampé (0.32 M sucrosa, 1 mM
EDTA, 1 mg / mL BSA, 5 mM HEPES pH 7.4, 1x inhibidor de proteases, 1x inhibidor
de fosfatasses, 40 U / ml inhibidors d’RNAses en aigua tractada amb DEPC) a 650
rpm en un homogeneitzador Douncer, sempre en gel. L’homogenat es va centrifugar a
3000g durant 10 minuts a 4°C per eliminar el debris, les cél-lules sense trencar i els
nuclis, el sobrenedant es va centrifugar a 14000g durant 12 minuts a 4°C. El pél-let,
que conté el sinaptoneurosomes, es va resuspendre a tampé HEPES-Krebs (150 mM
HCI, 3 mM KCI, 10 mM glucosa, 2 mM MgS0O4, 2 mM CaCl2, 10 mM HEPES pH 7.4,
40 U / mL inhibidors de RNAses, en aigua tractada amb DEPC) i es va afegir Percoll
fins al 45% v/v, mesclant suaument invertint el tub. La soluci6 es va centrifugar a
14000g durant 2 minuts a 4°C i els sinaptoneurosomes es van recuperar de la capa
superior, es van rentar una vegada amb tampd HEPES-Krebs i es van centrifugar de
nou a 14000g durant 30’. El pel-let contenint els sinaptoneurosomes va ser resuspes
en HEPES-Krebs fins a una concentracié de proteina d’1 ug / mL i es va incubar amb
BDNF (100 pg / mL), NMDA (50 pg / mL) o vehicle durant 30 minuts a 37°C. L'RNA es
va recuperar dels sinaptoneurosomes estimulats amb TRI reagent, seguint les
instruccions del fabricant.

16. Obtencié de sinaptoneurosomes de cél-lules corticals per filtracié

A causa de la rapida perdua de funcionalitat dels sinaptoneurosomes, les
estimulacions amb cicloheximida es van dur a terme a cél-lules corticals en cultiu,
obtenint-se els sinaptoneurosomes després de I'estimulacio. Les cél-lules corticals en
plaques de cultiu de 100 mm (2.5*1076 cel-lules per placa) es van cultivar fins a 18-20
DIVs i es van tractar amb actinomicina D (10 pug / mL) durant una hora abans de les
estimulacions per evitar efectes transcripcionals. Després es van estimular amb BDNF
(200 ng / mL) o vehicle, amb o sense cicloheximida (afegida 10 minuts abans que el
BDNF), durant 30 minuts a l'incubador. Després es van rentar dues vegades amb
PBS-MC (PBS + 1mM MgClI, + 0.1mM CaCl,) fred i es van recollir les cél-lules amb un
rascador, en 700 pL de tampd6 d’homogeneitzacio (118 mM NaCl, 4.7 mM KClI, 1.2 mM
MgS04, 2.5 mM CaCl2, 1.53 mM KH2PO4, 212.7 mM glucosa, 1 mM DTT, pH 7.4,
inhibidors de proteases i de fosfatasses i 40 U / ml d’inhibidor d’RNAses, en aigua
tractada amb DEPC), sempre en gel. Les cél-lules recollides van ser homogeneitzades
amb ajuda d’'un Douncer, quatre passades suaus sempre en gel. L’homogenat va ser
passat a través de dos filtres de 100 um de nylon (Millipore cat n°® NY1H02500) i dos
més de 5 um de PVDF (Millipore cat n°® SVLP02500), i centrifugat a 1000g durant 10
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minuts a 4°C. L’'RNA va ser obtingut del pél-let, que contenia els sinaptoneurosomes,
amb TRI reagent, seguint les instruccions del fabricant.

17. smFISH

La hibridacié fluorescent in situ de molecula Unica (smFISH) va ser realitzada amb
ViewRNA™ |SH Cell Assay Kit (ThermoFisher Scientific cat n°QVCO0001). Es van
utilitzar dues sondes, contra els exons 1-15 de CaMKlla i contra la sequéncia de l'intrd
16, referides com a sondes exonica i intronica. En ambdos casos les sondes van ser
realitzades per la companyia, es va enviar la seqiiéncia contra la qual es volia dirigir la
sonda i ells, utilitzant un algoritme de la seva propietat, van dissenyar vint parells de
sondes, que anellaven al llarg de la seqiiéncia diana. Cada parell de sondes hibrida
adjacent l'una a l'altre, creant a la vegada una sequéncia diana per a les seqliéncies
amplificadores de senyal contingudes al kit. El fet de necessitar dues sondes adjacents
multiplica I'especificitat de la técnica, i 'amplificacioé realitzada mitjancant sequéencies
de DNA resulta en suficient senyal per detectar molécules d’RNA individuals.

Al nostre cas en particular es van realitzar algunes maodificacions al protocol
proporcionat pel fabricant, principalment, la digesti6 amb proteasa es va ometre per
mantenir la integritat cel-lular i poder realitzar immunofluorescéncies després de la
smFISH. En els casos en qué es digeria amb pepsina per dissoldre els granuls d’'RNA
es va utilitzar un meétode descrit anteriorment®’. La pepsina (Sigma cat n°P7012)
s’aplicava a una concentracié de 0.1 mg / mL amb 10 mM HCI en aigua, pH 2.5, el
temps de digestio era critic i una vegada completat el minut o els tres minuts, es va
rentar el cultiu diverses vegades amb PBS + 0.1 M Glicina a pH 7.2 per bloquejar la
pepsina i eliminar-la completament. Després de la digestid, la smFISH es va dur a
terme normalment. En tots els casos, després de la smFISH es va realitzar una
immunofluorescéncia contra MAP2, per poder detectar els somes i dendrites.

18. Assajos Luciferasa

Els assajos de Luciferasa es van dur a terme transfectant cél-lules HEK293T,
plantades a plaques de 24 pous, amb 100 ng de pGL3b-GaussialLuciferasa-
JUTRGIUR2 o pGL3b-GaussiaLuciferasa com a control. Per relativitzar el senyal a
I'eficiencia de transfeccid, es van transfectar 50 ng de pGL3b-Cypridina, també es van
transfectar 0.1 ug de pcDNA3-CPEB3 i 0.9 ug pcDNA3-KIS. En els casos en qué algun
dels plasmids no s’utilitzava es completava la transfeccié amb pcDNAS3 buit fins a 1150
ng de DNA total. 24 hores posttransfeccié es va canviar el medi per medi fresc, i 2
hores després es va recollir el medi de cultiu per mesurar el rati Luciferasa / Cypridina
mitjangant Pierce™ Gaussia Luciferase Flash Assay Kit (ThermoScientific cat
n°16158) i Pierce™ Cypridina Luciferase Flash Assay Kit (ThermoScientific cat
n°16168). Als resultats obtinguts al lumindmetre s’hi van restar els valors obtinguts del
control sense transfectar amb Luciferasa ni Cypridina.

19. Analisi BONCAT de traducci6 de novo

Es van plantar cél-lules corticals a plaques de 100 mm (2.5*1076 ceél-lules per placa),
es van infectar amb els lentivirus a 3 DIV i a 14 DIV es va procedir a marcar les
proteines de nova sintesi amb la tecnica BONCAT (Bioorthogonal noncanonical
aminoacid tagging), que consisteix basicament en la incorporacid d’'un aminoacid
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analeg a la metionina, modificat amb un grup azida per poder ser marcat
especificament amb alqui-biotina i detectat posteriorment amb estreptavidina. Aquest
metode a estat descrit en profunditat®®®, en el nostre cas es va utilitzar tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP) en comptes de bromur de coure per a generar el Cu(l) per a
catalitzar la reaccio de cicloadicio dels grups azida-alqui.

Per marcar les proteines de nova traduccid, es van cultivar les neurones amb medi
sense metionina durant 30 minuts per a esgotar completament aquest aminoacid.
Després es van cultivar durant 4 hores amb medi sense metionina, perd amb I'analeg
AHA (Azidohomoalanina) (Diffractia cat n°CLK-AA005-10). Un cop marcades, les
neurones van ser recollides amb PBS pH 7.6 + 0.05% SDS i inhibidors de proteases i
fosfatasses. La reaccio de cicloadicié es va dur a terme com segueix: 200 uM ligand
de triazol, 50 uM biotina-alqui, 400 uM TCEP i 200 uM sulfat de coure, tot incubat a
4°C durant tota la nit amb agitacié. L’endema al mati, la reaccié va ser centrifugada a
2000g durant 5 minuts a 4°C i es va netejar amb columnes PD-10 (GE Healthcare cat
n°17-0851-01) per eliminar I'excés de reactius, eluint en PBS pH 7.6 + 0.05% SDS.
Aquest eluat conté totes les proteines, per purificar les que hagin incorporat AHA i per
tant estaran marcades amb biotina es van precipitar amb reina NeutrAvidin (Fisher cat
n°11875835) durant tota una nit a 4°C. Després de la unid de les proteines biotinilades
amb NeutrAvidin, la reina es va rentar tres vegades amb PBS pH 7.6 + 1% NP-40 i es
va eluir amb 2xSSR. Les proteines purificades es van carregar al western blot de
forma normal, i es van detectar amb anticossos especifics 0 amb estreptavidina unida
a un fluorocrom (IRDye 800CW Streptavidin, LI-COR Biosciences cat n°PN926-32230)
per detectar la proteina total.

20. Biotinilacio de proteines de superficie

Es van plantar neurones corticals a plagues de 100 mm (2.5*10"6 ceél-lules per placa),
es van infectar a 3 DIV amb lentivirus i a 14 DIVs es van marcar i purificar les
proteines de superficie. Els cultius neuronals es van rentar una vegada amb PBS-MC
fred i es van incubar amb 1 mg / mL de sulfo-NHS-SS-biotina (Pierce cat n°11811205)
diluida en PBS-MC durant 15 minuts, aquesta biotina té la particularitat de no ser
permeable a la membrana plasmatica. Després de la incubacid, es va rentar i
bloguejar la biotina lliure rentant dues vegades amb TBS fred. Les cél-lules van ser
recollides amb tamp6 RIPA (50 mM Tris pH 74, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS,
5 mM EDTA i inhibidors de proteases i fosfatasses), abans de continuar, es va guardar
una part d’aquest extret total (que contenia I'extracte proteic total).

Es va mesurar la concentracié de proteina als extrets i es van incubar 1 mg durant tota
una nit amb 20 pL de NeutrAvidin (Pierce) a 4°C, en un volum total de 500 uL, sempre
en rotacié. El mati seguent la reina va ser rentada tres vegades amb tampo6 RIPA fred i
es va eluir la proteina amb 2xSSR, procedint amb el western blot de les fraccions total
i marcada amb biotina (que correspon a les proteines de superficie).

21. Assaig de longitud de les cues de poliadenines

Es van transfectar cél-lules HEK293T (a plagues de 100 mm) amb 1 pg de pGL3b-
Luciferasa-3’'UTRGIUR2, + 3 pg de pcDNA3-CPEB3 i 6 pg de pcDNAS3-KIS. Als casos
en qué algun dels plasmids no s'utilitzava, es completava amb pcDNA3 buit fins a un
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total de 10 pg de DNA. 24 hores després de la transfeccié es van recollir les cél-lules i
I'RNA es va extreure amb el métode descrit, realitzant-se una RT-PCR per obtenir
cDNA que seria utilitzat per 'analisi de la longitud de la seva cua de poliadenines.

Per mesurar la longitud del poliA al gen reporter Luciferasa-3’UTRGIUR2 es va utilitzar
el Poly(A) tail-lenght assay kit (USB-affymetrix), seguint sempre les instruccions del
fabricant. Es va utilitzar un primer especific per al 3’UTR del gen GIuR2 de ratoli, que
anellava a la seqiiéncia anterior al senyal de poliadenilacid, I'altre primer utilitzat va ser
subministrat al kit i anellava al final de la cua de poliadenines. Per a controlar
I'eficiencia de la retrotranscripcié i PCR, es va amplificar una sequéncia anterior al
senyal de poliadenilacié. Els primers utilitzats van ser:

Sentit: 5’ - GGAAAGACCAAAATAATTATGAACT - 3*
Antisentit: 5 - GTTTGTTCCTTGGAGTATGACAC -3

*El primer sentit és comuU per a les reaccions de PCR per amplificar la cua de
poliadenines i la sequiéncia control.

Entre les diferents opcions descrites al protocol del kit utilitzat, es va escollir una PCR
d’'un pas unic, amb una temperatura d’anellament i extensié de 64°C. Els productes de
PCR es van analitzar amb una electroforesi en gel d’agarosa del 2.5%.

22. Separacio Nucli-citoplasma

Per obtenir les fraccions nuclear i citoplasmatica dels cultius neuronals corticals, es
van netejar primer en PBS fred i a continuaci6é es van recollir amb tamp6 RIP (20 mM
HEPES pH 7.4, 150 mM NacCl, 1 mM MgClI2, 0.1% Trit6 X-100, 10% glicerol, 0.5 mM
DTT, 1x inhibidor de proteases, 1x inhibidor de fosfatasses, 40 U / mL d'inhibidors
d'RNAses en aigua DEPC) i es van disgregar suaument amb la pipeta, passant-les
unes 10 vegades. La soluci6 es va centrifugar a 1000g durant 3 minuts a 4°C. El pel-let
conté la fraccié nuclear i el sobrenedant la citoplasmatica. L'RNA es va obtenir de cada
fracci6 amb TRI reagent. La correcta separacié de fraccions es confirmava analitzant
els mMRNAs Gapdh i Malatl (Citoplasmatic i nuclear, respectivament).
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