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Resum 

La plasticitat sinàptica és la capacitat que té el sistema nerviós de canviar la seva 

estructura i funcionament al llarg del desenvolupament. En processos d’aprenentatge, 

es formen noves espines dendrítiques que permetran fer noves sinapsis, aquest procés 

rep el nom de plasticitat estructural, també s’ha descrit que es produeix un augment 

en la síntesi local de proteïnes a les espines. Els mRNAs que es transcriuen en el nucli 

viatgen silenciats en grànuls de mRNAs fins a arribar a les espines on es produeix una 

traducció local a les sinapsis. Tot i que la majoria dels estudis sobre el control de la 

traducció analitzen el paper regulador dels factors d’inici, actualment, hi han estudis 

que indiquen que els factors d’elongació també poden ser importants en la regulació 

de la traducció en neurones. 

El nostre treball s’ha centrat en el factor d’elongació eEF1A, aquest factor presenta 

dues isoformes que són pràcticament idèntiques i que tenen expressió diferent en 

funció del teixit. La isoforma eEF1A1 s’expressa en tots els teixits de l’organisme 

exceptuant el cervell, cor i múscul esquelètic, on és reemplaçada totalment per la 

isoforma eEF1A2. Aquest factor a part de ser un regulador de la traducció també 

presenta altres funcions, una de les més estudiades ha estat la capacitat d’interacció 

amb el citoesquelet d’actina. 

Aquesta tesi ha tingut com a objectiu general estudiar la relació entre la plasticitat 

estructural, on l’actina és un factor clau, i la traducció local en el context de la sinapsis. 

Concretament, ens hem centrat en la determinació de la rellevància funcional de la 

fosforilació del factor eEF1A2 en plasticitat sinàptica.   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Resumen 

La plasticidad sináptica es la capacidad que tiene el sistema nervioso de cambiar su 

estructura y funcionamiento a lo largo del desarrollo. En procesos de aprendizaje, se 

forman nuevas espinas dendríticas que permitirán hacer nuevas sinapsis, este proceso 

recibe el nombre de plasticidad estructural, también se ha descrito que se produce un 

aumento en la síntesis local de proteínas en las espinas. Los mRNAs que se transcriben 

en el núcleo viajan silenciados en gránulos de mRNA hasta llegar a las espinas dónde se 

produce una traducción local en las sinapsis. A pesar de que la mayoría de los estudios 

sobre el control de la traducción local analizan el papel regulador de los factores de 

inicio, actualmente, hay estudios que indican que los factores de elongación también 

pueden ser importantes en la regulación de la traducción en neuronas. 

Nuestro trabajo se ha centrado en el factor de elongación eEF1A, este factor presenta 

dos isoformas que son prácticamente idénticas y que tienen expresión diferente en 

función del tejido. La isoforma eEF1A1 se expresa en todos los tejidos del organismo a 

excepción del cerebro, corazón y musculo esquelético, dónde es remplazada 

totalmente por la isoforma eEF1A2. Este factor aparte de ser un regulador de la 

traducción también presenta otras funciones, una de las más estudiadas ha sido la 

capacidad de interacción con el citoesqueleto de actina.  

Esta tesis ha tenido como objetivo general estudiar la relación entre la plasticidad 

estructural, donde la actina es un factor clave, y la traducción local en el contexto de la 

sinapsis. Concretamente, nos hemos centrado en la determinación de la relevancia 

funcional de la fosforilación del factor eEF1A2 en plasticidad sináptica.  

 

 

 

 

 

 

 

 



        
         

Summary 

Synaptic plasticity is the ability the nervous system has to modify its structure and 

behavior throughout development. In learning processes, it is formed new dendritic 

spines that let do new synapses, this process is called structural plasticity, it is also 

described that there is an increment in protein local synthesis in the spines. mRNAs 

transcribed at the nuclei travel being silent in mRNAs granules until they arrive at the 

dendritic spines where it is produced local translation of these mRNAs in the synapsis. 

Despite the main local translation control studies examining the role of the initiaton 

factor, nowadays, there are studies that show that elongation factors can be also 

important in translational regulation in neurons. 

Our work is focused on the elongation factor eEF1A, this factor has two isoforms that 

are virtually identical and that have tissue dependent expression. eEF1A1 isoform is 

expressed in all the tissues but the brain, heart and skeletal muscle, where it is replaced 

by isoform eEF1A2. This factor apart from being a translational regulator it has other 

functions as well, one of the most studied has been the ability to interact with the actin 

cytoskeleton. 

The general objective of this thesis is to study the relationship between structural 

plasticity, where actin is a key factor, and local translation in the synaptic context. 

Specifically, we have focused on determining the functional relevance of EF1A2 

phosphorylation in synaptic plasticity. 
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1. Plasticitat sinàptica 

El cervell humà està format per milions de neurones interconnectades en circuits 

neuronals que donen lloc a tots els nostres pensaments, emocions, somnis i records. 

Una de les característiques més importants del cervell és la seva propietat plàstica que 

li permet modificar el nostre comportament en funció de canvis a l’ambient, ja que té 

la capacitat d’aprendre i recordar situacions viscudes.  

Durant l’aprenentatge i en la formació de noves memòries es donen modificacions en 

les connexions entre neurones (sinapsis). Aquests canvis que es produeixen a les 

connexions neuronals es coneixen amb el nom de plasticitat sinàptica. Santiago Ramon 

i Cajal ja va utilitzar el terme de plasticitat, en observar que existien canvis no patològics 

a l’estructura del cervell adult [1]. La plasticitat sinàptica no solament genera canvis 

morfològics (plasticitat estructural) en determinades àrees del cervell, a causa 

d’alteracions a les connexions neuronals, sinó que també es donen canvis neuroquímics 

a la cèl·lula com els produïts per la traducció local de proteïnes a les espines [2]. 

1.1 Plasticitat estructural  

La comunitat científica havia assumit durant molts anys que el sistema nerviós central 

dels mamífers es mantenia estable després del naixement. Descobriments com el de la 

neurogènesi en adult del 1960 havien estat pràcticament ignorats [3]. Tanmateix, a 

l’actualitat s’ha acceptat que es donen processos de neurogènesi [4] així com 

modificacions estructurals a les neurones adultes existents. La plasticitat estructural 

pot donar lloc a canvis que afecten a les connexions entre les neurones o sinapsis. 

Aquestes, es componen per un terminal presinàptic i un postsinàptic. El procés bàsic 

de comunicació entre neurones consisteix en l’arribada d’una senyal elèctrica 

(potencial d’acció) a l’element presinàptic la qual provoca l’exocitosi de vesícules a 

l’espai sinàptic. Aquestes vesícules contenen neurotransmissors que arribaran al 

terminal postsinàptic on seran reconegudes per receptors de membrana. Aquesta unió 

al receptor desencadenarà una cascada de senyalització en el terminal postsinàptic [5]. 

Cada neurona rep informació d’aproximadament 10.000 sinapsis i n’envia a més de 

1000. Tot i que hi ha diferents tipus de sinapsis, la més habitual és l’axo-espinosa que 

es dóna entre un axó (presinàptic) i una espina dendrítica (postsinàptic) (figura 1) [6]. 
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Figura 1. Resum dels diferents tipus de sinapsis [6]. 

 

1.1.1 Procés de formació d’espines dendrítiques 

Les espines dendrítiques són petites protuberàncies que apareixen a la dendrita, se les 

considera responsables de les principals connexions neuronals. El seu nombre i forma 

es veuen afectats en processos d’aprenentatge i memòria [7]. Santiago Ramon i Cajal 

va ser el primer que va descriure les espines dendrítiques: ‘‘En mi sentir, las espinas 

tienen por principal oficio aumentar las superficies de conexión de la arborización 

protoplásmica, saliendo al encuentro de las fibras nerviosas que, por hallarse a cierta 

distancia, no pueden establecer contacto directo con el contorno de las prolongaciones 

dendríticas’’[8]. 

En els estadis inicials del desenvolupament les neurones creixen sense espines ni 

sinapsis, és amb el temps quan comencen a aparèixer les primeres espines. Existeixen 

diferents teories de formació d’espines [9]. El model de Sotelo proposa que inicialment 

es formen unes espines immadures que al entrar en contacte amb un axó poden 

madurar i créixer [10]. El model de Miller i Peters considera que és primer l’axó el que 

ha d’entrar en contacte amb la dendrita i és a causa d’aquesta interacció que es 

produeix l’espinogènesi [11]. Finalment, el model fil·lopodial afirma que inicialment es 

formen unes protuberàncies en forma de fil·lopodis i, aquests, en trobar-se amb un axó 

s’estabilitzen i formen noves espines (figura 2) [12].  
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Figura 2. Diferents teories per explicar el procés de formació d’espines dendrítiques [9].  

 

Aquesta última teoria (model fil·lopodial) és una de les més recolzades actualment 

(figura 3) [13]. Es proposa que el fil·lopodi, que és una estructura molt dinàmica, està 

en continu moviment fins que entra en contacte amb un axó. És en aquests moment 

que el fil·lopodi s’estabilitzarà i modificarà la seva estructura per donar lloc a una 

espina.  

 

Figura 3. Procés de formació d’espines dendrítiques segons el model fil·lopodial (figura modificada 

[14]).  

 

No obstant, l’espina dendrítica no és un element fixe atès que la seva estructura també 

pot canviar en resposta a activitat sinàptica [7]. 

 

1.1.2 Canvis estructurals a les espines dendrítiques en resposta a 

activitat sinàptica 

Les espines són les principals responsables de la comunicació entre neurones. 

L’activitat neuronal es troba constantment regulada per canvis en el voltatge de la 
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cèl·lula. Modificacions en el nombre de canals de calci i receptors localitzats a la 

membrana de les espines afectarà a la propagació i activitat neuronal [15]. 

Les transmissions intenses i persistents entre neurones enforteixen les connexions 

sinàptiques i reben el nom de potenciació a llarg termini (Long term potentiation LTP). 

Les estimulacions febles per contra debiliten les connexions, és el cas de la depressió a 

llarg termini (Long term depression LTD).  

La potenciació a llarg termini és una forma de plasticitat que depèn d’activitat, es 

genera un augment persistent de la transmissió sinàptica que acaba promovent el 

creixement d’espines. El procés contrari de depressió a llarg termini (LTD) desencadena 

en l’eliminació de l’espina. Els dos són processos subjacents a l’aprenentatge i la 

memòria [16]. En ambdós fenòmens es produeix una redistribució dels receptors de 

glutamat tipus AMPA. Augmenten el nombre de receptors en LTP per contra, 

s’internalitzen en LTD per tal de debilitar la sinapsis (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Efecte de LTP i LTD sobre la plasticitat sinàptica [17], [18]  

L’activitat feble de la neurona (presinàptic) condueix a una despolarització modesta i a l’influx de 

calci a través dels receptors NMDA. Això activa preferentment fosfatases que desfosforilen els 

receptors AMPA, promovent així la seva internalització per endocitosis. Per contra, l’activitat 

forta està associada amb una major despolarització que desencadena LTP i es produeix una 

exocitosis de receptors. Tots dos processos requereixen de síntesi local de proteïnes.  

 

Estudis in vivo mostren que constantment es formen i s’eliminen espines [19]. Aquest 

dinamisme es dóna sobretot en neurones joves i va disminuint al llarg del temps (figura 

5). 
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Figura 5. Dinamisme de les espines dendrítiques durant el desenvolupament neuronal [20]. 

a. En el desenvolupament temprà del ratolí embrionari a dia 15 (E15) a postnatal dia 21 (P21) es 

creen (en verd) i desapareixen dendrites (en vermell). Les dendrites que no formen contactes 

productius (en vermell) presenten menys espines i es retrauen. Contràriament, a les dendrites 

més estables (en verd) hi ha aparició i eliminació d’espines. b. Durant l’adolescència p21-p26 les 

dendrites s’estabilitzen i les espines dendrítiques continuen essent molt dinàmiques. c-Quan 

l’animal entra a l’edat adulta la majoria de les espines romanen estables i el dinamisme 

disminueix. 

 

Aquest mecanisme de formació i eliminació d’espines es veu incrementat durant 

l’aprenentatge (figura 6) on aquelles sinapsis que són necessàries per mantenir una 

connexió funcional important s’estabilitzaran (cercle vermell), essent aquestes les que 

es creu que poden tenir un paper important en la memòria. 

 

Figura 6. La plasticitat sinàptica en processos d’aprenentatge i memòria [19] .  
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La plasticitat estructural implica una reorganització de les connexions neuronals en 

resposta a activitat. Els canvis estructurals que es donen a les espines són produïts 

principalment per remodelacions en el citoesquelet d’actina. 

1.1.3 Actina: principal component del citoesquelet de les espines 

dendrítiques 

L’actina és el principal component del citoesquelet de fil·lopodis i espines (figura 7). 

Estudis previs demostren que la reordenació de l’actina pot conduir a la formació o la 

pèrdua d’espines dendrítiques així com afectar a la seva plasticitat morfològica incloent 

la forma, el nombre i la mobilitat [21].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. L’actina és el principal component de les espines dendrítiques [22].  

Representació de l’acumulació de F-actina (actina filamentosa) en els diferents compartiments 

de la neurona. 

 

L’actina existeix en dos estats a la neurona: com a globular o actina monomèrica (G-

actina) i com a actina filamentosa (F-actina), que és el resultat de la polimerització de 

la G-actina. La nucleació és el procés pel qual es creen nous filaments d'actina i és un 

requisit previ per a la posterior polimerització del filament. Per tal de que es produeixi 

la nucleació s'han d'associar tres monòmers de G-actina per generar un nucli de 

filament amb extrems que poden allargar-se [23]. Els trímers d’actina són inestables en 

condicions fisiològiques no obstant, existeixen proteïnes d’unió a actina (ABPs) que les 

estabilitzen (figura 8). Algunes d’aquestes proteïnes participen en la nucleació de 

l’actina com és el cas de la Formina, polimerització com la Profilina o despolimerització 

com la Cofilina i Gelsolina. Altres grups de proteïnes d’unió a actina no afecten a la 
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polimerització d’aquesta directament, però poden per exemple estabilitzar els 

filaments d’actina unint-se als seus extrems i prevenint la pèrdua de G-actina en aquest 

punts. Finalment, existeixen altres proteïnes d’unió a actina, com la α-Actinina, que 

uneixen diferents filaments d’actina i generen uns estructures de feixos de filaments 

(bundles o crosslinking actin filaments) [24]. 

 

Figura 8. Esquema de les diferents proteïnes d’unió a actina en espines [24]. 

 

Així doncs, la plasticitat estructural implica una reorganització ràpida i persistent del 

citoesquelet d’actina a les espines. L’actina no solament dóna estructura a la sinapsis 

sinó que també és la responsable del correcte ancoratge dels receptors postsinàptics i 

la localització de la maquinaria de traducció [21]. 

 

1.2 Traducció local de proteïnes  en plasticitat sinàptica 

1.2.1 Transport de grànuls de mRNAs a les dendrites 

La neurobiologia de l’aprenentatge postula que la síntesis local de proteïnes a la sinapsis 

determinarà si un aprenentatge serà transitori o quedarà permanentment 

emmagatzemat al cervell. La memòria a curt termini (Short term memory STM) que 

dura entre segons i minuts no requereix de nova síntesis de proteïna per contra, si que 

és necessària en la memòria a llarg termini (Long term memory LTM) que pot durar 

hores, dies, anys o tota una vida [25]. 

 

La identificació de poliribosomes en la base de les espines [26] va proporcionar la 

primera evidència de síntesi local de proteïnes en axons i dendrites. Estudis posteriors 

van demostrar que existien un subconjunt específic de mRNAs que es localitzaven a les 
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sinapsis [27] i vinculaven directament la plasticitat sinàptica amb la traducció local a les 

dendrites [28]. 

Aquest descobriment va ser molt important ja que el dogma central de la biologia 

s’havia descentralitzat demostrant que els mRNAs poden viatjar grans distàncies de 

forma silenciada en grànuls de mRNA i, en arribar a l’espina i en resposta a 

estimulacions, es tradueixen (figura 9) [29]. 

 

Figura 9. Traducció local de proteïnes a les espines dendrítiques (figura modificada [30]). 

 

La traducció local de proteïnes permet donar una resposta de màxima precisió atès que 

la traducció es dóna únicament en el lloc i en el moment que es necessita. Evitant, 

d’aquesta manera, el temps d’espera a que una proteïna traduïda al citosol sigui 

transportada a les sinapsis [31]. Això és realment important en cèl·lules tan polaritzades 

com les neurones on hi ha grans distàncies entre el soma i les espines dendrítiques. 

A priori, pot semblar que la traducció local és insignificant respecte a la que es produeix 

en el soma, ja que es dóna en compartiments molt petits com són les espines 

dendrítiques. Tanmateix, convé subratllar que hi han milers de sinapsis i, per tant, 

l’efecte que poden tenir sobre la traducció general pot arribar a ser més important que 

la pròpia traducció del soma (figura 10) [32]. 
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Figura 10. Representació del gradient de traducció de proteïna al llarg del desenvolupament [32]. 

Els cercles blaus simulen la traducció de proteïnes en el soma. Els cercles liles 

representen la síntesi local de proteïnes fora del soma. 

 

1.2.2 Mecanismes de traducció 

El procés de síntesis de proteïnes està dividit en tres fases: inici, elongació i terminació. 

En cada fase es requereix l’acció no solament del ribosoma, el mRNA i el tRNA sinó 

també d’una sèrie de proteïnes que facilitaran cada una de les etapes [33].  

El procés d’inici de la traducció comença amb la formació del complex de preinici 43S, 

que consisteix en la subunitat petita del ribosoma 40S i el complex ternari; aquest, està 

format per Met-tRNA i el factor d’inici eIF2 unit a GTP. Amb l’ajut del factor d’inici eIF3, 

la proteïna PABP (poly(A)-binding protein) i el factor d’inici eIF4F (format per eIF4G, 

eIF4A, eIF4E), el 43S preiniciat s’unirà a la posició 5’ del mRNA formant la subunitat del 

complex de preinici 48S (figura 11). 

Un cop unit, el complex preiniciador 48S escanejarà al llarg del mRNA fins trobar el 

codó d’inici AUG. En aquest moment es dissocien els factors d’inici i s’uneix la subunitat 

ribosomal 60S, formant el ribosoma competent per a la traducció 80S. Finalment, amb 

l’ajuda del factor eIF5 comença l’elongació [34]. 
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Figura 11. Formació del complex d’inici en eucariotes [35]. 

 

El mecanisme d’elongació en cèl·lules procariotes i eucariotes és molt similar. El 

ribosoma té tres llocs d’unió al tRNA denominats P (Peptidil), A (Aminoacil) i E 

(Alliberació). El metionil tRNA iniciador s’uneix al lloc P de manera que la primera etapa 

de l’elongació és la unió del següent aminoacil tRNA al lloc A. El aminoacil tRNA es 

transportat i guiat cap al ribosoma pel factor d’elongació eEF1A unit a GTP. La inserció 

del tRNA correcte en el domini A produeix un canvi conformacional que indueix la 

hidròlisi del GTP unit al factor d’elongació i la seva alliberació del ribosoma, podent així 

interaccionar amb un altre tRNA i duent a terme el procés d’elongació de proteïnes. Es 

forma un enllaç peptídic entre els aminoàcids i es transloca el ribosoma. Per a la 

translocació és necessari el factor eEF2. En aquest procés el ribosoma torna a deixar 

lliure el lloc A. El procés d’elongació ha de continuar de manera que el factor eEF1A 

unit a GDP s’ha de convertir de nou en la forma activa unida a GTP. Aquesta conversió 

requereix de la participació d’un tercer factor d’elongació, la proteïna GEF eEF1B 

(Guanine Nucleotide Exchange factor) que promou la substitució de GDP a GTP 

permetent així que el factor eEF1A pugui interaccionar amb un altre tRNA per 

transportar-lo de nou al ribosoma (figura 12) [36],[37].  
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Figura 12. Procés d’elongació de proteïnes en eucariotes [23]. 

 

Finalment, durant la terminació, el factor eRF1 reconeix el codó de stop i catalitza el 

final de la traducció unint-se al ribosoma en lloc del tRNA. Aquest fet juntament amb 

l’ajut del factor eRF3 provoquen l’alliberació de la cadena peptídica [22]. 

 

1.2.3 Mecanismes de control traduccional  

La regulació de la traducció pot ocórrer en qualsevol d’aquest tres passos esmentats 

anteriorment (inici, elongació, terminació) tanmateix, l’inici sol ser un pas limitant i 

sovint l’objectiu principal de regulació (figura 13). 

 

-Regulació de l’inici 

-Regulació del factor d’inici eIF2α: El factor eIF2, com altres proteïnes d’unió a 

GTP, alterna el seu estat d’unit a GTP a unit a GDP. La hidròlisi del GTP es dóna gràcies 

a la proteïna GEF del factor eIF2 (eIF2b), i es produeix quan l’iniciador AUG s’uneix al 

ribosoma. La fosforilació de la subunitat α del factor d’inici eIF2 a la Serina 51 bloqueja 

l’activitat del factor eIF2b produint una disminució de la traducció global de proteïnes 

[39]. Estímuls com el BDNF redueixen la fosforilació d’aquest factor d’inici (figura 13a) 

[40]. 
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-Regulació de la traducció via mTORC1: mTORC1 controla la traducció 

mitjançant la regulació de la fosforilació d’efectors que es troben downstream com per 

exemple, les proteïnes d’unió a eIF4E (4E-BP) i la quinasa S6K (figura 13b).  

El procés més caracteritzat en el control de traducció per mTORC1 ha estat el control 

de la formació del complex eIF4F via fosforilació de 4E-BP. Les proteïnes 4E-BP (4E-BP 

1,2 i 3) tenen un pes molecular petit i competeixen amb el factor d’inici eIF4G per la 

unió d’eIF4E. La fosforilació del factor 4E-BP via mTORC es dóna primerament en la 

Treonina 37 i la 46 que donen lloc a la subseqüent fosforilació de la Serina 65 i la 70. 

Com a conseqüència, aquesta fosforilació del factor 4E-BP li impedeix la seva unió amb 

el factor eIF4E, permetent que aquest es pugui unir amb eIF4F i continuar amb el 

procés de traducció [34]. 

mTORC1 també pot regular la traducció a través de la fosforilació de la quinasa S6 (S6K). 

La S6K fosforila el factor d’inici eIF4B (un cofactor de eIF4A), la S6K també pot regular 

l’elongació ja que pot fosforilar a la quinasa EF2K i, aquesta al seu torn, fosforilarà el 

factor d’elongació eEF2 provocant una disminució de la traducció [41].  

 

-Regulació de traducció a través de CPEB: La proteïna CPEB (cytoplasmic 

polyadenylation element binding protein) regula la traducció de certs mRNAs que 

contenen elements CPE (cytoplasmic polyadenylation elements) en el seu extrem 3′ 

UTR [42]. Els vertebrats tenen quatre tipus de CPEB: CPEB1–CPEB4. La proteïna CPEB1 

es localitza a les dendrites de les neurones de mamífers on regula la traducció 

juntament amb altres proteïnes com són: poly(A) polymerase, la Gld2 i la proteïna 

deadenilasa PARN. 

La fosforilació de CPEB permet l’alliberació de PARN del complex de RNP 

(ribonucleoproteïc). Com a conseqüència la cua poly(A) és elongada per la proteïna 

Gld2 permetent la unió de la proteïna PABP, aquesta ajudarà al reclutament del 

complex eIF4F al extrem 5’ del mRNA promovent la traducció (figura 13c) [43]. 
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Figura 13. Vies de regulació de l’inici de la traducció [34]. 

A. Regulació de la traducció via fosforilació del factor d’inici eIF2. B. Regulació de la traducció per 

mTORC1. C.  CPEB com a regulador traduccional. 

 

-Regulació de l’elongació 

-Regulació del factor d’elongació eEF2: El factor eEF2, com s’ha detallat 

anteriorment, és el que s’encarrega de la translocació del ribosoma. Estudis previs han 

demostrat que la quinasa que el fosforila és la EF2K també anomenada CamKIII. 

Aquesta quinasa s’activa en dendrites per diferents estímuls entre ells el glutamat. S’ha 

vist que l’activitat de la quinasa eEF2K i la traducció dels mRNAs correlacionen 

negativament. És a dir, quan eEF2K és activada, aquesta fosforila al factor eEF2 a la 

Treonina 56 i això provoca una disminució de la traducció global de proteïnes [44].  

 

Altres estudis sobre la fosforilació del factor eEF2 mostren el seu paper en LTD. En 

aquestes condicions, la quinasa EF2K és activa i fosforila a eEF2. Quan eEF2 està 

fosforilat atura la traducció general de proteïnes no obstant, alguns mRNAs específics 

si que es poden traduir; és el cas d’Arc que és una proteïna que s’encarrega de 

l’endocitosi de receptors postsinàptics AMPA. Això té un sentit perquè quan és 

necessari eliminar una sinapsis és important disminuir la traducció local de proteïnes 

però també augmentar la síntesis d’algunes proteïnes que ajudin a l’eliminació de la 

pròpia sinapsis (figura 14) [44]. 
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Figura 14. Efectes de la fosforilació d’eEF2 sobre la traducció local de proteïnes [44]. 

Quan el factor eEF2 és fosforilat es produeix una inhibició de la síntesi local de proteïnes en la 

sinapsis. Tanmateix, alguns mRNAs específics es continuaran traduint.  

 

2. Funció del factor  d’elongació eEF1A en plasticitat sinàptica 

Tot i que, com s’ha comentat anteriorment, la fase que ha estat més estudiada en el 

control traduccional és l’inici, es comencen a tenir dades que mostren que en la sinapsis 

molts dels mRNAs que viatgen en grànuls a les dendrites estan silenciats i aturats a 

l’elongació [45]. D’entre tots els factors d’elongació el més estudiat en la regulació de 

la traducció local ha estat el factor eEF2. No obstant, convé destacar que el factor 

eEF1A és el més abundant a la cèl·lula, essent la segona proteïna més abundant després 

de l’actina [46] i no es tenen dades de la seva regulació. 

2.1 Estructura i  isoformes del factor d’elongació eEF1A 

Una de les principals característiques d’aquest factor és que pot realitzar diferents 

funcions atès que està implicat en el procés d’elongació de proteïnes (funció canònica 

del factor) així com en moltes altres funcions (funcions no canòniques). Referent a les 

activitats no canòniques del factor es troben funcions de transport nuclear, apoptosis i 

la interacció amb el citoesquelet d’actina [47]. 

El factor eEF1A està format per tres dominis: el domini I i II estan relacionats amb la 

seva funció canònica pel fet que són els responsables de la interacció amb el GTP i amb 

el tRNA, respectivament [36],[48]. Per contra, el domini III se l’ha relacionat amb les 

funcions no canòniques, sobretot ha estat molt descrita la seva capacitat d’unió a 

actina (figura 15) [36].  
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Figura 15. Estructura del factor d’elongació eEF1A.  

 

És degut a aquestes implicacions tant en la traducció com en la interacció amb el 

citoesquelet d’actina que fa que aquest factor d’elongació pugui ser rellevant en la 

plasticitat sinàptica, considerant que podria participar tant en la plasticitat estructural 

com en la regulació local de la síntesi de proteïnes. 

Una altra propietat particular d’aquesta proteïna és que tot i que els factors de 

traducció són molt conservats degut al seu rol fonamental, el factor d’elongació eEF1A 

presenta dues isoformes (eEF1A1 i eEF1A2). La isoforma eEF1A2 apareix en mamífers, 

essent el seu patró d’expressió diferent en funció del tipus de teixit [46].El factor 

eEF1A1 s’expressa en tots els teixits de l’organisme, per contra el factor eEF1A2 es 

troba bàsicament en cervell, cor i múscul esquelètic [46],[49]. El més característic és 

que en aquests tres teixits en les primeres fases del desenvolupament (a nivell 

embrionari) s’expressa la isoforma eEF1A1 però a mesura que es va desenvolupant 

l’organisme (postnatal) acaba essent reemplaçada totalment per la isoforma eEF1A2 

(figura 16). Aquest fet és molt significatiu considerant que ambdues són pràcticament 

idèntiques (92% similitud de seqüència) [49]. 

 

Figura 16. Expressió diferencial de les dues isoformes del factor d’elongació eEF1A en diferents 

teixits [49]. 

Expressió al llarg del temps de les dues isoformes del factor eEF1A des d’etapes embrionàries (E) 

a postnatal (P). 
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Al 1972 es van descriure uns ratolins que no expressaven la isoforma eEF1A2 [50] els 

quals es coneixen amb el nom de ratolins atrofiats (Wasted mouse). Presenten una 

deleció de 15.8 kb que anul·la l’expressió del gen que codifica pel factor d’elongació 

eEF1A2 [51]. Es caracteritzen per una pèrdua de pes, tremolors, anomalies en la marxa, 

atrofia a la melsa i al timus. Tots aquests efectes apareixen després del deslletament 

generalment als 21 dies i moren als 28 [52]. A nivell microscòpic, el principal canvi que 

s’observa és en la medul·la espinal, el fenotip és similar al de l’esclerosi lateral 

amiotròfia (ALS), presenten transmissions sinàptiques dèbils a nivell toràcic als 23 dies 

i lumbar als 25 dies [53]. Aquests ratolins han ajudat a descriure l’efecte que té la 

deleció de la isoforma eEF1A2 a nivell neuronal [51]. No obstant, fins el dia d’avui 

encara es desconeix el significat biològic de l’aparició en vertebrats de les dues 

isoformes. Si es comparen les seqüencies d’aminoàcids, s’observen pocs canvis, entre 

ells, es donen 11 entre serines o treonines (aminoàcids que poden veure’s afectats en 

processos de fosforilació) (figura 17).  
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Figura 17. Comparació de la seqüència d’aminoàcids entre les dues isoformes humanes i el factor 

d’elongació en llevat [54].  

En groc estan marcats els aminoàcids que són iguals entre isoformes, en vermell s’indiquen els 

canvis. Els dominis de la proteïna estan en: blau (domini I), verd (domini II) i rosa (domini III). 

Imatge ampliada a material suplementari (S1).  

 

2.2 Funció del factor d’elongació  eEF1A en oncogènesis i  malalties 

neurodegeneratives 

Ambdues isoformes es veuen sobreexpressades en certs tumors, tot i que la isoforma 

eEF1A2 és la que ha estat més estudiada. S’ha vist que la sobreexpressió del factor 

d’elongació eEF1A2 pot tenir múltiples efectes biològics dependent del tipus de tumor 

i de la seva base genètica. En alguns tumors està associat amb una pitjor prognosis i en 

altres amb una millor. En el cas del càncer de mama, la sobreexpressió de la isoforma 

eEF1A2 prediu un augment de la supervivència del pacient [55]. Contràriament, la 
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sobreexpressió de eEF1A2 es relaciona amb un pitjor pronòstic en càncer de pàncrees 

[56] o pròstata [57].  

En alguns tumors s’han descrit els mecanismes moleculars de la isoforma eEF1A2, és el 

cas dels tumors de pàncrees on la seva sobreexpressió activa la proteïna AKT que, a la 

seva vegada, augmenta l’expressió de MMP9 que és una de les proteïnes responsables 

de la reorganització de la matriu extracel·lular en el context de la progressió tumoral 

[56]. Així mateix, altres estudis també corroboren l’activació d’AKT per eEF1A2 i això 

condueix a una remodelació en el citoesquelet d’actina que acaba donant lloc a un 

increment de fil·lopodis a les cèl·lules tumorals i, per tant, una major migració 

d’aquestes [58]. 

En referència al paper del factor EF1A2 en malalties neurodegeneratives, s’han 

identificat mutacions de novo en el gen que codifica per aquesta proteïna en pacients 

amb autisme i epilèpsia. S’han trobat tres mutacions missense en cinc pacients. Una és 

la Gly70Ser trobada en un pacient amb autisme i conducta agressiva [59]. Aquesta 

mateixa mutació es dóna també en pacients amb epilèpsia [60]. Altres mutacions 

també han estat descrites en pacients epilèptics com són la Glu122Lys i Asp252His 

[61].Encara no es coneix l’efecte que poden tenir aquestes mutacions sobre la funció 

de la proteïna, si poden donar lloc a una pèrdua o en una alteració de la seva activitat 

[62].  

 

2.3 El factor eEF1A i la plasticitat sinàptica 

2.3.1 Evidencies d’efectes del factor eEF1A sobre el citoesquelet 

d’actina 

D’entre totes les funcions no canòniques del factor d’elongació la que ha estat més 

àmpliament descrita és la seva capacitat d’unió al citoesquelet d’actina. Existeixen 

molts estudis, la majoria d’ells in vitro, que mostren la interacció del factor d’elongació 

eEF1A amb actina [63],[64],[65]. D’altra banda, estudis realitzats en llevat, han permès 

discernir que el principal domini d’interacció amb actina és el III domini de la proteïna 

[66].  

Existeixen diverses hipòtesis de com es produeix aquesta unió entre el factor 

d’elongació i l’actina, però alguns treballs indiquen que per tal que es produeixi la unió 

és necessari que el factor eEF1A formi dímers. A més, aquesta formació de dímers 

podria dependre de Ca2+. En la presencia de Ca2+/calmodulina aquest complex s’uniria 

al factor d’elongació prevenint que aquest es pugui unir a una altra molècula i això 

redueix la seva interacció amb actina (figura 18). Aquests són estudis fets in vitro en un 

model de Dictyostelium [63].  
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Figura 18. Hipòtesi d’interacció del factor d’elongació eEF1A amb el citoesquelet d’actina [63].  

 

Els estudis in vivo mostren que el factor eEF1A colocalitza amb els filaments d’actina i 

suggereixen que també pot unir al propi mRNA d’actina amb una gran afinitat inclús 

quan està unit a la F-actina [67]. A més, s’ha demostrat que el factor eEF1A es 

concentra a les protrusions com són els fil·lopodis i altres regions que contenen 

filaments d’actina [67]. Estudis immunocitoquímics en neurones mostren que el factor 

també es troba enriquit a les espines dendrítiques [68] que, com hem explicat 

anteriorment, són compartiments que estan formats bàsicament de citoesquelet 

d’actina [69]. Utilitzant fusions dels diferents dominis del factor amb GFP demostren 

que el III domini és necessari i el principal responsable de la localització del factor eEF1A 

a l’espina sinàptica [70].  

En l’únic estudi que relaciona la fosforilació del factor d’elongació amb la unió a actina, 

es postula que la quinasa Rho pot fosforilar al factor eEF1A in vitro i, conseqüentment 

a aquesta fosforilació es disminueix la capacitat que té la proteïna d’unir diferents 

filaments d’actina (fer bundles d’actina) [71].  

 

2.3.2 La fosforilació del factor eEF1A com a regulador de la traducció 

local 

Com s’ha detallat anteriorment, el control de la traducció local per fosforilació més 

estudiat a nivell neuronal ha estat el del factor d’elongació eEF2. En canvi, hi ha poques 

dades referents a la proteïna eEF1A. Els pocs estudis sobre la fosforilació del factor 

eEF1A observen que la Serina 300 pot ser fosforilada en resposta al factor de 

creixement TGF-β (transforming growth factor beta), provocant una disminució de la 

síntesi general de proteïnes. El factor TGF-β és un potent regulador del creixement 
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tumoral activant els receptors trasnmembrana TGF-β tipus I i II (TβR-I i TβR-II) que 

formen un complex. Es va demostrar que sota aquesta activació es produïa un 

increment de la fosforilació del factor eEF1A [72] i, conseqüentment, una inhibició de 

la traducció de proteïnes. La Serina 300 es troba en el II domini que és el responsable 

de la correcta interacció del factor amb el tRNA. Convé destacar però, que la Serina 300 

no canvia entre les dues isoformes (eEF1A1 i eEF1A2). Tanmateix, també hi ha estudis 

entre aminoàcids que són diferents entre isoformes [73]. Es va descriure que en 

situacions d’estrès induït, la quinasa JNK fosforila les Serines 205 (igual entre les dues 

isoformes) i 358 (serina que apareix de nou a la isoforma 2) del factor eEF1A2. Aquesta 

fosforilació el que provoca és una degradació de les proteïnes que s’han sintetitzat de 

nou (newly synthesized polypeptides NSPs). Aquesta ha estat la única observació que 

existeix actualment en cèl·lules neuronals que mostra una fosforilació en un aminoàcid 

no conservat entre les dues isoformes. 

 

Tots aquests estudis exposats suggereixen que la fosforilació del factor d’elongació 

eEF1A2 podria ser un mecanisme regulador de la plasticitat sinàptica.  
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Objectiu 1: Anàlisi de les diferències de les dues isoformes del factor d’elongació eEF1A 

i caracterització de l’aparició i localització de la isoforma eEF1A2 en neurones. 

Objectiu 2: Determinació del paper de la fosforilació de la isoforma eEF1A2 en la 

interacció amb el citoesquelet d’actina i el seu efecte sobre la plasticitat estructural. 

Objectiu 3: Avaluació de les implicacions de la fosforilació de la isoforma eEF1A2 en la 

regulació de la traducció local de proteïnes. 
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Objectiu 1: Anàlisi de les diferències de les dues isoformes del factor d’elongació eEF1A 

i caracterització de l’aparició i localització de la isoforma eEF1A2 en neurones. 

1. Determinació de les diferències en la seqüència d’aminoàcids  de les 

isoformes eEF1A1 i eEF1A2 

Per intentar respondre a la pregunta de perquè una proteïna amb una funció tan 

conservada com és el factor d’elongació eEF1A1 canvia per una altra isoforma 

pràcticament idèntica (eEF1A2) en determinats teixits [46] es van analitzar les 

diferències a nivell de seqüència d’aminoàcids d’ambdues isoformes. Ens vam centrar 

en el III domini de la proteïna que és aquell que s’ha descrit que pot tenir altres funcions 

a part de la d’elongació de proteïnes [47]. Com es pot observar (figura 19) en aquest III 

domini es donen quatre canvis d’aminoàcids que no poden ser fosforilats a la isoforma 

eEF1A1 que donen lloc a serines a la isoforma eEF1A2. 

 

 

Figura 19. Caracterització de les diferències d’aminoàcids fosforilables al III domini. 

Es comparen les dues seqüències d’aminoàcids de les isoformes eEF1A1 i eEF1A2. Els diferents 

dominis de la proteïna s’indiquen en colors: I domini (taronja), II domini (blau), III domini 

(vermell). En el III domini de la isoforma eEF1A2 apareixen quatre noves serines marcades de 

color groc (S342,S358,S393,S445). 

 

 

Mm eEF1A1     MGKEKTHINIVVIGHVDSGKSTTTGHLIYKCGGIDKRTIEKFEKEAAEMGKGSFKYAWVL 

              :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

Mm eEF1A2     MGKEKTHINIVVIGHVDSGKSTTTGHLIYKCGGIDKRTIEKFEKEAAEMGKGSFKYAWVL 

                      10        20        30        40        50        60 

 

Mm eEF1A1     DKLKAERERGITIDISLWKFETSKYYVTIIDAPGHRDFIKNMITGTSQADCAVLIVAAGV 

              ::::::::::::::::::::::.:::.::::::::::::::::::::::::::::::::: 

Mm eEF1A2     DKLKAERERGITIDISLWKFETTKYYITIIDAPGHRDFIKNMITGTSQADCAVLIVAAGV 

                      70        80        90       100       110       120 

 

Mm eEF1A1     GEFEAGISKNGQTREHALLAYTLGVKQLIVGVNKMDSTEPPYSQKRYEEIVKEVSTYIKK 

              :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: ::.:::.:::::::.:::: 

Mm eEF1A2     GEFEAGISKNGQTREHALLAYTLGVKQLIVGVNKMDSTEPAYSEKRYDEIVKEVSAYIKK 

                     130       140       150       160       170       180 

 

Mm eEF1A1     IGYNPDTVAFVPISGWNGDNMLEPSANMPWFKGWKVTRKDGSASGTTLLEALDCILPPTR 

              ::::: :: :::::::.:::::::: :::::::::: ::.:.:::..:::::: :::::: 

Mm eEF1A2     IGYNPATVPFVPISGWHGDNMLEPSPNMPWFKGWKVERKEGNASGVSLLEALDTILPPTR 

                     190       200       210       220       230       240 

 

Mm eEF1A1     PTDKPLRLPLQDVYKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGMVVTFAPVNVTTEVKSVEMHHEALS 

              ::::::::::::::::::::::::::::::.:.:::::::::::.::::::::::::::: 

Mm eEF1A2     PTDKPLRLPLQDVYKIGGIGTVPVGRVETGILRPGMVVTFAPVNITTEVKSVEMHHEALS 

                     250       260       270       280       290       300 

 

Mm eEF1A1     EALPGDNVGFNVKNVSVKDVRRGNVAGDSKNDPPMEAAGFTAQVIILNHPGQISAGYAPV 

              :::::::::::::::::::.::::: :::: :::.::: ::.:::::::::::::::.:: 

Mm eEF1A2     EALPGDNVGFNVKNVSVKDIRRGNVCGDSKADPPQEAAQFTSQVIILNHPGQISAGYSPV 

                     310       320       330       340       350       360 

 

Mm eEF1A1     LDCHTAHIACKFAELKEKIDRRSGKKLEDGPKFLKSGDAAIVDMVPGKPMCVESFSDYPP 

              .::::::::::::::::::::::::::::.:: :::::::::.:::::::::::::.::: 

Mm eEF1A2     IDCHTAHIACKFAELKEKIDRRSGKKLEDNPKSLKSGDAAIVEMVPGKPMCVESFSQYPP 

                     370       380       390       400       410       420 

 

Mm eEF1A1     LGRFAVRDMRQTVAVGVIKAVDKKAAGAGKVTKSAQKAQKA-K 

              ::::::::::::::::::: :.::..::::::::::::::: : 

Mm eEF1A2     LGRFAVRDMRQTVAVGVIKNVEKKSGGAGKVTKSAQKAQKAGK 

                     430       440       450       460    
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Amb la intenció de poder estudiar quin efecte podria tenir una possible regulació per 

fosforilació d’aquesta nova isoforma (eEF1A2) en cervell, es van generar dues variants 

amb mutacions puntuals a les serines del III domini (S342,S358,S393,S445); mutades a 

alanina (eEF1A2 S/A) o a àcid glutàmic (eEF1A2 S/E). Es van nombrar de la següent 

manera: eEF1A1 (A1), eEF1A2 (A2) , el mutant alanina (A2 S/A) i el mutant glutàmic (A2 

S/E) (figura 20). 

 

Figura 20. Esquema dels principals cDNAs utilitzats durant la tesi.  

Es van generar 2 mutants amb les 4 serines que apareixen en el III domini de la isoforma eEF1A2 

(S342,S358,S393,S445) mutades a alanina (A2 S/A) o a glutàmic (A2 S/E).  

 

2. Localització cel·lular dels mutants de fosforilació de la isoforma A2 a la 

l ínia cel·lular HEK293T 

Es van transfectar les cèl·lules HEK293T amb la isoforma A2 wild type i els mutants A2 

S/A i A2 S/E fusionats a GFP. Es va observar que la isoforma A2 i el mutant A2 S/A 

presentaven una localització citoplasmàtica. Aquesta localització coincideix amb la seva 

funció com a factor de traducció. Curiosament, una fracció del mutant A2 S/E es 

localitzava al nucli indicant que pot tenir altres funcions no relacionades amb la 

traducció (figura 21).  

 

Figura 21. Determinació de la localització cel·lular dels mutants de fosforilació de la isoforma A2. 

Les cèl·lules HEK293T es van transfectar amb GFP, GFP-A2, GFP-A2 S/A i GFP-A2 S/E. Es mostra 

una imatge representativa, adquirida amb microscopi confocal, de la localització cel·lular dels 

diferents mutants.  
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I                       I I                        I I II                         II                     III 
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eEFA2 (A2)

A2 S/A

A2 S/E

eEF1A1 (A1)

eEF1A2 (A2)

eEF1A2 S/A (A2 S/A)

eEF1A2 S/E (A2 S/E)

GFP GFP-A2 GFP-A2 S/A GFP-A2 S/E

GFP GFP-A2 GFP-A2  S/A GFP-A2  S/E
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3. Anàlisi  de l’expressió i localització de  la  isoforma A2 en neurones 

3.1 Determinació del patró d’expressió de la isoforma  A2 in vitro 

Altres grups havien mostrat que al llarg del desenvolupament del cervell de ratolí es 

produeix un bescanvi de la isoforma A1 per la isoforma A2 [24]. Es va voler comprovar 

si en neurones dissociades d’hipocamp d’embrions a E17 també es donava aquesta 

aparició de la isoforma A2. Els resultats obtinguts mostren que la isoforma A2 va 

apareixent al llarg del desenvolupament de la neurona in vitro (figura 22A) de la mateixa 

manera que ocorre in vivo en el cervell adult (figura 22B) [49]. 

 

Figura 22. Determinació de l’expressió de la isoforma A2 en el desenvolupament de neurones. 

A. Western blot de cultius de neurones d’hipocamp de 10, 12, 16, 18 i 20 DIVs. L’expressió de la 

proteïna es va analitzar amb l’anticòs anti-A2. Es mostra la membrana tenyida amb comassie 

com a control de càrrega. B. Western blot de cervells de ratolí postnatal (P) de diferents dies: 10, 

15, 22, cervell de ratolí de 3 i de 5 setmanes. L’expressió de la proteïna A2 es determina amb 

l’anticòs anti-A2. Es mostra la membrana tenyida amb comassie com a control de càrrega. 

 

3.2 Anàlisi  de la localització de la isoforma A2 en neurones  d’hipocamp  

En col·laboració amb el doctor Miquel Bosch es van realitzar cultius organotípics 

d’hipocamp de rata postnatal a 6-7 dies. Els cultius es van transfectar 10 dies després 

de ser cultivats i es va sobreexpressar la proteïna A2 unida a GFP i la proteïna 

fluorescent dsRed com a marcador cel·lular. La proteïna A2 presentava exclusió nuclear 

i, com es pot observar, és present a la resta de la neurona incloent les espines (figura 

23). 

Comassie Comassie

α-A2 α-A2

10       12       16        18       20         (DIV) P10     P15     P22   3weeks 5weeks

A B
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Figura 23. Localització de la proteïna A2 en hipocamp. 

A. Cultius organotípics de rates d’entre 6 i 7 dies (postnatal) es transfecten als 10 dies amb dsRed 

(marcador cel·lular) i GFP fusionat a la proteïna A2. B. Ampliació de la figura A on es poden 

observar les espines dendrítiques.  

Paral·lelament, es van fer servir cèl·lules corticals de 20 DIVS (suficientment madures 

com per tenir espines dendrítiques) i es van aïllar sinaptoneurosomes (figura 24A). 

Posteriorment es va analitzar l’expressió de la proteïna A2 endògena per western blot. 

Com es pot observar l’expressió de la proteïna A2 es veu enriquida a les espines 

dendrítiques (figura 24B).  

 

Figura 24. Identificació de la isoforma A2 en sinaptoneurosomes. 

A. Preparació de sinaptoneurosomes pel mètode de filtració figura adaptada i traduïda [74]. B. 

Western blot de les mostres de sinaptoneurosomes. S’utilitza l’anticòs anti-A2 per determinar 

l’expressió de la proteïna i anti-tubulina com a control de càrrega. 

A B

Homogenització

Cultiu primari de cél·lules corticals

2x Filtració 100µm
+

2x Filtració 5µm

Centrifugació 1000 g 10 min

Sobrenedant Pellet  
(Sinaptoneurosomes)

A

α-A2

α-Tubulina
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Objectiu 2. Determinació del paper de la fosforilació de la isoforma eEF1A2 en la 

interacció amb el citoesquelet d’actina i el seu efecte sobre la plasticitat estructural. 

4. Efecte dels mutants de fosforilació  de la isoforma A2 sobre el fenotip de 

la línia cel·lular HEK293T 

Com ja s’ha explicat a la revisió de la literatura científica, la proteïna A2 es troba 

sobreexpressada en alguns tumors tenint com a efecte un increment en el nombre de 

fil·lopodis [58]. Amb l’objectiu d’estudiar el paper que tenien els diferents mutants en 

la formació de fil·lopodis es va utilitzar la línia cel·lular HEK293T. Es van cotransfectar 

els diferents mutants juntament amb mCherry i es va determinar la formació de 

fil·lopodis. Per analitzar els resultats es va calcular el rati del perímetre de les cèl·lules 

entre l’àrea de les mateixes de tal manera que aquelles que formen més prolongacions 

tindran un rati perímetre/àrea superior (figura 25). Els resultats mostren que es dóna 

un increment en la formació de fil·lopodis en les cèl·lules transfectades amb la isoforma 

A2 i el mutant A2 S/E. 

 

Figura 25. Anàlisi de la formació de fil·lopodis en la línia cel·lular HEK293T. 

Cèl·lules HEK293T es van cotransfectar amb mcherry i un control HA (C), la proteïna HA-A1, HA-

A2 o els mutants HA-A2 S/A i HA-A2 S/E. A. Imatges obtingudes al microscopi confocal Zeiss. B. 

El gràfic mostra la mitjana dels ratis perímetre/àrea dels diferents mutants . 
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5. Efecte dels mutants de fosforilació de la isoforma A2  en el fenotip de 

cèl· lules d’hipocamp  

5.1 Anàlisi  de la formació i  dinamisme dels f i l· lopodis 

Per determinar els efectes sobre el fenotip neuronal es van utilitzar cèl·lules 

d’hipocamp d’embrions a E17 a 13 DIVS ja que en aquest període es troben en fase de 

maduració en la que ja hi ha fil·lopodis i comencen a aparèixer algunes espines. Es van 

cotransfectar GFP i els diferents mutants fusionats amb HA. Es van analitzar els canvis 

morfològics per microscòpia. El comptatge de les protrusions es va realitzar a mà amb 

un comptador. Com es pot observar la isoforma A2 i el mutant A2 S/E poden formar 

més fil·lopodis que la isoforma A1 i el mutant A2 S/A (figura 26). Aquests resultats 

coincideixen amb els obtinguts en la línia cel·lular HEK293T (figura 25).  

 

Figura 26. Determinació de la formació de fil·lopodis en neurones d’hipocamp. 

Neurones a 13 DIVs van ser cotransfectades amb GFP i un control (HA), HA-A1, HA-A2, HA-A2 

S/A o HA-A2 S/E i es van analitzar a les 24h. A. Imatge representativa de les neurones 

transfectades amb els diferents mutants. B. Ampliació de la dendrita marcada en vermell a 

l’apartat A. C. Mitjana del nombre de protrusions/100µm. 
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Com s’ha detallat anteriorment, els fil·lopodis bàsicament estan formats de 

citoesquelet d’actina, essent aquestes protrusions unes estructures molt dinàmiques 

[4]. Amb l’objectiu d’analitzar el dinamisme dels fil·lopodis es van transfectar cèl·lules  

d’hipocamp d’embrió E17 amb els diferents mutants de fosforilació. A les 24 hores es 

van realitzar vídeos de 10 minuts (figura 27). Per analitzar-ho es va utilitzar el programa 

image J amb el pluggin Correlation J. Per la realització d’aquest tipus d’experiments era 

molt important que les cèl·lules estiguessin entre 8 i 9 DIVs que és quan hi ha més 

dinamisme de fil·lopodis; amb el temps aquests s’estabilitzaven [75] i això feia que no 

es poguessin veure diferències entre el mutants. Aquests experiments ens mostren que 

tant la isoforma A2 com el mutant a A2 S/E presenten fil·lopodis amb un dinamisme 

superior que el control i el mutant A2 S/A (figura 27B). Els vídeos i el gràfic de correlació 

complet es troben al material suplementari (S2). 

 

Figura 27. Estudi dels efectes de la fosforilació de la isoforma A2 sobre el dinamisme de fil·lopodis 

Neurones a 8 DIVs van ser cotransfectades amb GFP i un control (HA), HA-A1, HA-A2, HA-A2 S/A 

o HA-A2 S/E i es van analitzar a les 24 hores . A. Gràfic de correlació de la intensitat dels píxels al 

llarg del temps on es compara els canvis en la intensitat de cada un dels píxels d’una imatge del 

vídeo (imatge1) amb la següent (imatge 2) i així respectivament amb totes les imatges que 

formen el vídeo. B. Representació de les mitjanes de l’índex de dinamisme (1/R2) de la correlació 

obtinguda a la figura A. 

5.2 Estudi del fenotip dels mutants de fosforilació del factor A2 en 

neurones madures 

Segons el model fil·lopodial d’espinogènesi les espines es formen a partir de fil·lopodis 

existents [9]. Basant-nos en aquest model, es va analitzar si les mutacions en 
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fosforilació del factor A2 podien afectar a la formació d’espines dendrítiques. Per 

realitzar aquests experiments es van utilitzar neurones d’hipocamp a 15 DIVs on ja 

comencen a haver-hi sinapsis i es van analitzar les diferències, en relació a la formació 

d’espines, entre els mutants. Les neurones es van cotransfectar amb GFP i els diferents 

mutants fusionats amb HA. L’anàlisi es va realitzar 48 hores després de la transfecció, 

es van adquirir imatges amb microscopia confocal i es van realitzar dos comptatges 

d’espines en paral·lel, tant a mà (amb l’ajut d’un comptador) com amb el programa 

Image J (amb el pluggin Spine J), que van coincidir en resultats (figura 28). S’observa 

que hi ha un increment en la formació d’espines quan es sobreexpressa el factor A2 i 

el mutant A2 S/E; coincideix que són les mateixes condicions on havíem vist que es 

formaven més fil·lopodis (figura 26).  

 

Figura 28. Estudi de la formació d’espines pels mutants de fosforilació en cèl·lules d’hipocamp. 

Les neurones a 15 DIVs es cotransfecten amb GFP i un control (HA), HA-A2,HA-SA o HA-SE. A. 

Imatge representativa d’una dendrita de cada un dels mutants, es mostra amb el filtre inverter 

de Image J. B. El gràfic representa la mitjana del nombre d’espines/µm. 

 

Per completar l’estudi de fenotip d’espinogènesi i amb la col·laboració del doctor 

Miquel Bosch es van utilitzar cultius organotípics en els que es van poder estudiar 

cèl·lules més madures (figura 29). Es va partir de cultius de rata a 6-7 dies postnatal i es 

van transfectar als 10 dies. Els resultats van ser analitzats per microscopia confocal 

quatre dies després de la transfecció. El comptatge es va realitzar paral·lelament a mà 

i amb el programa Spine J. Els resultats mostren que la isoforma A2 S/A forma menys 

espines que la resta. En aquests experiments no hi ha diferències entre el control, 

isoforma A2 i el mutant A2 S/E.  
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Figura 29. Anàlisi dels efectes dels mutants de fosforilació sobre la formació d’espines en cultius 

organotípics. 

Els cultius organotípics d’hipocamp de rata postnatal de 6-7 dies es van transfectar als 10 dies i 

es van analitzar per microscopia als 4 dies. A. Imatge representativa d’una dendrita per cada un 

dels mutants. Es mostren amb el filtre inverter del programa ImageJ. B. El gràfic representa la 

mitjana del nombre d’espines per µm per cada un dels mutants. 

 

6. Anàlisi  de la interacció amb actina dels mutants de fosforila ció del factor 

A2 

Hi ha molts estudis que indiquen que el factor d’elongació A1 pot interaccionar amb el 

citoesquelet d’actina [65],[76],[77], alguns d’aquests postulen que les dues isoformes 

de la proteïna (A1 i A2) presenten la mateixa eficiència d’unió a actina [78]. En aquesta 

tesi s’ha volgut determinar les possibles diferències d’interacció entre els mutants de 

fosforilació del factor A2 i el citoesquelet d’actina (figura 30). Amb aquest propòsit es 

van transfectar HEK293T amb els diferents mutants fusionats a FLAG, les cèl·lules es 

van recollir a les 24 hores i es va afegir actina unida a biotina. Per purificar l’actina 

biotinilada i amb ella totes les proteïnes que interaccionen amb aquesta es va utilitzar 

estreptavidina. A continuació, es va realitzar un western blot amb l’anticòs anti-FLAG 

que ens va permetre determinar la unió dels diferents mutants amb l’actina. Com es 

pot observar el mutant A2 S/E uneix a actina amb una menor eficiència que el mutant 

A2 S/A i la proteïna A2. 
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Figura 30. Anàlisi de la interacció dels diferents mutants de fosforilació amb actina 

Cèl·lules HEK293T transfectades amb Flag-A2, Flag-A2 S/A i Flag-A2 S/E, es purifica l’actina 

biotinilada. A la primera línia es pot observar l’input com a control de transfecció, la segona línia 

mostra amb anti-FLAG la interacció dels diferents mutants amb actina, finalment a la tercera línia 

es mostra la senyal d’estreptavidina com a control de càrrega.  

 

7. Determinació de la formació de dímers dels mutants de fosforilació  del 

factor A2 

Tal i com ha estat anteriorment descrit, el factor A1 té la capacitat d’unir a actina i s’ha 

proposat que per aquesta unió sigui necessari que aquest formi dímers [79],[80]. Amb 

aquests antecedents es va determinar la possible dimerització de la isoforma A2 i dels 

mutants de fosforilació. Es van cotransfectar cèl·lules HEK293T amb el diferents factors 

fusionats amb HA i els mateixos però fusionats amb FLAG. A les 24 hores  es va 

immunoprecipitar utilitzant beads de FLAG. Es va realitzar un western blot amb 

l’anticòs anti-HA per determinar la dimerització (figura 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Determinació de la formació de dímers dels mutants de fosforilació. 

Les cèl·lules HEK293T es van cotransfectar amb 1.HA + FLAG-A2, 2.HA-A2+FLAG-A2, 3.HA-A2 

S/A+FLAG-A2 S/A i 4.HA-A2 S/E +FLAG-A2 S/E. A la primera línia es mostren els resultats de la IP, 

a la segona es mostra el control de la IP i a la tercera l’input com a control de transfecció..  
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Recentment, investigadors han descrit que el III domini de la isoforma A1 forma 

agregats en neurones [70]. Basant-nos en aquests resultats, es van transfectar cèl·lules 

d’hipocamp a 9 DIVs amb el III domini de la proteïna A2, A2S/A o A2S/E fusionat a GFP. 

Es van realitzar fotografies per microscopia confocal per determinar la formació 

d’agregats (figura 32). Com es pot observar el III domini del factor A2 i el del mutant A2 

S/A formen més agregats que el mutant A2 S/E. Aquests resultats coincideixen amb els 

obtinguts en experiments bioquímics de dimerització (figura 31). Es poden observar les 

imatges ampliades al material suplementari (S3).  

 

Figura 32. Anàlisi de la formació d’agregats per microscopia. 

Les neurones a 9 DIVs es van transfectar amb III domini de les isoformes A2, A2 S/A i A2 S/E 

unides a GFP i la proteïna fluorescent dsRed. S’observa la senyal de GFP, dsRed, i ambdues 

(merge) de la neurona ampliada i la neurona completa. 

 

8. Anàlisi  de la capacitat de formar  bundles d’actina  pels mutants de 

fosforilació 

Existeixen moltes evidències que proven que el factor A1 té la capacitat d’unir diferents 

filaments d’actina i formar feixos de filaments (bundles) [65],[76],[77]. Amb el propòsit 

de determinar quin era l’efecte dels diferents mutants de la isoforma A2 al respecte, 
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es van purificar els mutants fusionats amb histidines i es va realitzar un assaig de 

cosedimentació a baixes revolucions. Aquest experiment consisteix en centrifugar 

l’actina en presencia d’una determinada proteïna. Si la proteïna ajuda a la formació de 

bundles d’actina, aquesta pesa més i precipita. Conseqüentment, si l’actina es troba al 

precipitat és senyal de que s’han format bundles, aquest és el cas de la isoforma A1 i el 

mutant A2 S/A (figura 33). 

 

Figura 33. Assaig de cosedimentació d’actina amb els mutants de fosforilació d’A2 

Les isoformes A1, A2 i els mutants A2 S/A i A2 S/E units a histidina es van centrifugar a baixes 

revolucions en presencia d’actina. Les mostres es separen en un gel d’electroforesi, es mostra 

l’actina present al sobrenedant (S) i al pellet (P). 

 

9. Determinació in vivo  dels efectes de la fosforilació d ’A2 sobre el 

citoesquelet d’actina 

9.1 Anàlisi  de la colocalització amb actina  

Els resultats fins ara exposats mostren que quan la proteïna A2 no està fosforilada (A2 

S/A) dimeritza i interactua amb actina formant bundles. Mentre que quan la proteïna 

està fosforilada (A2 S/E) la proteïna no interacciona amb actina amb la mateixa facilitat, 

deixant els filaments més lliures i dinàmics (figura 34).  

 

 

Figura 34. Representació esquemàtica dels efectes de la fosforilació del factor A2 sobre la 

interacció amb actina.  
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A continuació, es va voler confirmar aquests resultats en experiments in vivo en 

neurones. Primerament es va analitzar la colocalització entre l’actina, el factor A2 i els 

mutants A2 S/A i A2 S/E en cèl·lules d’hipocamp. Amb aquest objectiu, es van 

cotransfectar els diferents mutants en fusió amb GFP i el marcador de f-actina LifeAct. 

El LifeAct és un pèptid de 17 aa que correspon a un fragment de la proteïna d’unió a 

actina Abp140 de Saccharomyces cerevisiae. Es va demostrar que aquests primers 17 

aa de Abp140 contenien el domini d’unió a actina i es podien utilitzar com a marcador 

de f-actina in vivo [81]. 

A les 24 hores posteriors a la transfecció es van realitzar vídeos per períodes de temps 

d’un minut i, a continuació, es va analitzar la colocalització d’ambdues senyals al llarg 

del temps (figura 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Colocalització dels mutants de fosforilació de la isoforma A2 amb el citoesquelet 

d’actina. 

Les cèl·lules a 10 DIVs es van cotransfectar amb LifeAct-mcherry i els diferents mutants de A2 en 

fusió amb GFP. Es van realitzar vídeos d’un minut de duració i es va analitzar la colocalització 

entre les senyals de GFP i lifeAct-mcherry.  
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Els vídeos es poden observar al material suplementari (S4). La figura 36A mostra una 

imatge representativa de la intensitat de GFP i LifeAct de cada una de les condicions. 

Paral·lelament, es va quantificar la intensitat de LifeAct a les dendrites transfectades 

amb els diferents mutants. S’observa que la isoforma A2 S/A (que pot formar més 

dímers i té més unió amb actina) presenta també més senyal de LifeAct a les neurites 

(figura 36B), això indica que en aquestes condicions hi ha un increment d’actina 

filamentosa. 

 

Figura 36. Anàlisi de la senyal de LifeAct a les dendrites.  

Les cèl·lules a 10 DIVs es van cotransfectar amb LifeAct-mcherry i els diferents mutants de A2 en 

fusió amb GFP. A. Exemple d’una imatge per condició on es pot veure la intensitat de GFP i 

LifeACt. Les imatges es mostren amb el filtre Fire del Image J. Les regions on hi ha més 

fluorescència acumulada es veuen en groc i les de menys en blau (els punts entremitjos són una 

degradació en taronja). B El gràfic representa la mitjana d’intensitat de LifeAct de cada un dels 

mutants. 

 

A continuació, es va determinar si la colocalització del factor d’elongació A2 amb actina 

era diferent al transfectar únicament el III domini de la proteïna. Per aquests 

experiments es va utilitzar únicament el III domini dels dos mutats (A2 S/A i A2 S/E en 

fusió amb GFP) i es va procedir a realitzar exactament el mateix experiment de 

colocalització amb actina. Com es pot observar (figura 37) el III domini del mutant A2 

S/A colocalitza més amb actina que el mutant A2 S/E. No obstant, els efectes eren 

majors quan es va transfectar la proteïna sencera (figura 35). 
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Figura 37. Colocalització del III domini dels mutants de fosforilació d’A2 amb la f-actina 

Les neurones a 10 DIVS es van cotransfectar amb LifeAct-mcherry i el tercer domini del mutants 

A2 S/A i del A2 S/E units a GFP. Es van realitzar vídeos d’un minut de duració i es va analitzar la 

colocalització entre les senyals de GFP i lifeAct-mcherry 

 

9.2 Anàlisi  del dinamisme de l’actina  

Utilitzant el mateix abordatge de l’apartat anterior (8.1) es va analitzar l’efecte de les 

mutacions en fosforilació sobre el dinamisme de l’actina. En primer lloc, les dades 

d’intensitat es van ordenar i classificar per píxels, es van seleccionar aquells que 

presentaven més senyal de GFP (que corresponen on hi ha més acumulació de 

proteïna) i es van comparar amb aquells que tenen una menor senyal. A continuació, 

es va determinar la variabilitat de la intensitat d’actina en els píxels de major intensitat 

de GFP (figura 38A) i en els píxels amb menor intensitat (figura 38B). Es a dir, si ens 

fixem en un sol píxel i mirem com canvia la intensitat d’actina al llarg del temps ens 

dóna informació de si l’actina s’està movent. Si hi ha molt moviment vol dir que hi ha 

senyal de LifeAct-mCherry que apareix i desapareix del píxel provocant canvis bruscos 

en la intensitat. D’altra banda, si la intensitat roman més o menys constant es degut a 

que l’actina es troba més immòbil (figura 38C). Per quantificar aquesta variabilitat 

d’intensitat es va calcular el coeficient de variació de la intensitat d’actina. A la figura 

38C es representa la variabilitat de la intensitat al llarg del temps. Es pot observar que 

als píxels on hi ha més acumulació de la isoforma A2 S/A la intensitat d’actina presenta 

menys variabilitat que als píxels on hi ha més el A2 S/E, indicant que és menys mòbil. 

Per contra, als píxels d’intensitat de GFP baixa, no hi ha diferències entre els mutants.  
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Figura 38. Determinació del dinamisme d’actina per píxel.  

Les cèl·lules a 10 DIVs es van cotransfectar amb LifeAct-mcherry i els diferents mutants de A2 en 

fusió amb GFP. A. El gràfic mostra la mitjana del coeficient de variació de la senyal de LifeAct dels 

píxels amb intensitat més alta de GFP. B. El gràfic mostra la mitjana del coeficient de variació del 

LifeAct dels píxels amb intensitat de GFP baixa. C. Exemple de dos píxels amb intensitat de GFP 

alta, el gràfic mostra la variació de la intensitat de LifeAct al llarg del temps.  

 

Amb el propòsit de determinar si és el factor d’elongació el que immobilitza l’actina, o 

si al contrari, es va realitzar un estudi a la inversa. En aquest, es van seleccionar aquells 

píxels més intensos i es van comparar amb aquells amb menys intensitat de LifeAct i es 

va analitzar com variava la intensitat de GFP al llarg del temps (figura 39). 
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Figura 39. Determinació del dinamisme dels mutants de fosforilació per píxel.  

Les cèl·lules a 10 DIVs es van cotransfectar amb LifeAct-mcherry i els diferents mutants de A2 en 

fusió amb GFP. A. El gràfic mostra la mitjana del coeficient de variació del GFP-A2 S/A i el GFP-A2 

S/E en píxels amb senyal de LifeAct més alta. B. El gràfic mostra la mitjana del coeficient de 

variació de GFP-A2 S/A i el GFP-A2 S/E analitzada als píxels que presenten una intensitat de 

LifeAct més baixa.  

 

Aquests resultats indiquen que és el factor A2 S/A el que afecta al dinamisme de l’actina 

i no el contrari.  
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Objectiu 3. Avaluació de les implicacions de la fosforilació de la isoforma eEF1A2 en la 

regulació de la traducció local de proteïnes. 

10. Estudi dels efectes de la fosforilació d ’A2 i la  regulació de la traducció 

en diferents espècies 

10.1 Traducció en llevat 

Per estudiar els efectes de la fosforilació del factor d’elongació sobre la traducció de 

proteïnes es va utilitzar primerament el llevat ja que ens permetia eliminar l’expressió 

de la proteïna endògena. Aquest fet era útil tenint en compte que el factor d’elongació 

EF1A és la segona proteïna més abundant de la cèl·lula després de l’actina. Cal destacar 

que el llevat solament presenta una isoforma del factor d’elongació que rep el nom de 

TEF1, aquesta proteïna esta codificada per dos gens paràlegs TEF1 i TEF2. 

10.1.1 Anàlisi de la seqüència d’aminoàcids del factor d’elongació  en 

llevat 

Es van alinear les seqüències d’aminoàcids del factor d’elongació de dues espècies que 

solament presenten una isoforma, com era el cas del llevat i de drosòfila. A continuació 

es van comparar amb les seqüències d’aminoàcids del factor d’elongació en espècies 

que presentaven dues isoformes. S’observa, com s’ha explicat anteriorment, que en el 

III domini hi ha quatre aminoàcids que no poden ser fosforilats a la isoforma A1 i si a la 

A2. En aquesta tesi s’han estudiat aquests quatre canvis que es donen en ratolí. No 

obstant, cal destacar que just abans del III domini apareix una nova serina a la isoforma 

A2 d’altres espècies, entre elles la humana (figura 40).  

D’entre les serines que hem estudiat la més conservada és la S358. Aquest fet es pot 

afirmar per diferents evidències; en primer lloc, si es comparen les seqüències 

d’aminoàcids amb múltiples espècies s’observa que és la única invariable (material 

suplementari S5), la segona evidència, és que si analitzem aquells organismes que 

solament tenen una isoforma, com és el cas del llevat o la drosòfila, l’aminoàcid que es 

troba en posició corresponent a la S358 de ratolí és un aminoàcid també fosforilable 

(serina en el cas del llevat, treonina en el cas de la drosòfila) (figura 40) fet que no es 

dóna en les altres tres serines.  
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Figura 40. Anàlisi de l’aparició de noves serines a la isoforma A2 en diferents espècies.  

La figura mostra les seqüències d’aminoàcids de les dues isoformes del factor d’elongació de 

diferents espècies. Primerament, dues espècies que solament tenen una isoforma (línia 

vermella) que són llevat (Saccharomyces cerevisiae) i drosòfila (Drosophila melanogaster). En 

segon lloc, i marcat en línia blava, es compara la isoforma A1 de les espècies Peix Zebra o 

Zebrafish (Danio rerio), Pollastre o Chicken (Gallus gallus), Rana (Xenopus laevis), Ratolí (Mus 

musculus), Humà (Homo sapiens) i, finalment, en línia taronja la isoforma A2 d’aquestes mateixes 

espècies. El quadrat vermell senyala l’aminoàcid que correspon a la Serina 358 de ratolí, les 

serines marcades amb el quadrat taronja són les que apareixen de nou a la isoforma A2. La fletxa 

blava senyala l’inici del tercer domini.  

 

 10.1.2 Determinació del fenotip en llevat dels mutants de fosforilació  

Com s’ha explicat anteriorment, dos gens (TEF1 i TEF2) codifiquen per el factor 

d’elongació TEF1 de llevat. Per realitzar els experiments de fenotip es va utilitzar una 

soca en la que s’havia eliminat el gen TEF1 i l’expressió del gen TEF2 es trobava sota un 

promotor regulable amb metionina. En aquesta soca es va sobreexpressar la proteïna 

TEF1, el mutant S356A o S356E (la serina 356 en llevat correspon a la 358 de ratolí). 

En afegir metionina la proteïna TEF1 endògena no s’expressava i els efectes que 

s’observaven eren deguts a la sobreexpressió dels diferents mutants (figura 41). Els 

resultats mostren que el mutant TEF1 S356E presenta problemes de creixement i es 
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comporta igual que aquell que no expressa el factor d’elongació TEF1 endogen (figura 

41 primera línia).  

 

Figura 41. Estudi de l’efecte de les  mutacions S356A i S356E en llevat.  

Es va sobreexpressar TEF1 wild type,TEF1 S356A o TEF1 S356E en una soca que no expressa el 

gen TEF1 i el gen TEF2 es troba sota un promotor regulable amb metionina . El panell de 

l’esquerra mostra les soques no tractades amb metionina, on hi ha expressió de la proteïna 

endògena i dels mutants sobreexpressats. El panell de la dreta mostra les soques tractades amb 

metionina on no hi ha expressió de proteïna endògena i el fenotip és degut a la sobreexpressió 

dels mutants.  

 

 10.1.3 Anàlisi de la funció traduccional dels mutants de fosforilació  

Per estudiar pròpiament el paper de la fosforilació de la S356 en la traducció de llevat 

es va utilitzar la soca amb el gen TEF1 eliminat i l’expressió del gen TEF2 sota un 

promotor de metionina. Es van sobreexpressar els mutants de fosforilació, es va afegir 

metionina marcada amb un isòtop radioactiu i es van recollir mostres a les 0, 3 i 6 hores 

(figura 42). Com es pot observar, el mutant a glutàmic TEF1 S356E presenta menys 

incorporació de metionina indicant una menor eficiència de traducció comparat amb 

el wild type o el mutant a alanina.  
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Figura 42. Efecte de les mutacions S356A i S356E sobre la traducció de proteïnes.  

A. radiografia de la incorporació de metionina radioactiva. B. El gràfic representa la quantificació 

de les bandes de la imatge A realitzada amb el programa ImageJ.  

 

10.2 Traducció en cèl·lules de mamífer  

10.2.1 Efectes de la fosforilació de la isoforma A2 sobre la interacció 

amb la proteïna de traducció EF1B 

Com s’ha explicat a la introducció, la proteïna GEF EF1B és la responsable de fer el 

bescanvi de GDP a GTP del factor d’elongació. Quan EF1B interacciona amb el factor 

d’elongació EF1A, el transforma en la seva forma activa permetent que pugui 

interaccionar amb un altre tRNA i continuar amb l’elongació. Alguns estudis mostren 

que una disminució entre la interacció d’aquestes proteïnes dóna lloc a una aturada en 

la fase d’elongació [29]. 

Per determinar si la fosforilació de la isoforma A2 podia afectar a la interacció amb la 

seva proteïna GEF EF1B, es van cotransfectar en HEK293T els diferents mutants 

fusionats amb FLAG i el factor EF1B amb HA. A les 24 hores es va realitzar una 

immunoprecipitació amb beads de FLAG i es van determinar les diferències d’interacció 

amb un western blot (figura 43).Com es pot observar, el mutant A2 S/E uneix amb una 

menor afinitat a EF1B, indicant una possible disminució en l’intercanvi GDP a GTP 

d’aquest mutant. 
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Figura 43. Determinació de la interacció dels diferents mutants de fosforilació d’A2  amb la 

proteïna eEF1B. 

Les cèl·lules HEK293T es van cotransfectar amb HA-eEF1B2 i Flag (Ctrl), Flag-A2, Flag-A2 S/A o 

FLag-A2 S/E. Al panell de l’esquerra es mostren els inputs, analitzats amb el anticòs anti-FLAG i 

el anti-HA (com a control de transfecció). Al panell de la dreta es poden veure els resultats de la 

immunoprecipitació.  

 

 10.2.2 Anàlisi de la funció traduccional en HEK293T 

Per determinar si la fosforilació de la isoforma A2 afectava a la traducció en cèl·lules de 

mamífer es va utilitzar la línia HEK293T. Es van transfectar els mutants de fosforilació i 

es van tractar les cèl·lules amb puromicina. La puromicina és un anàleg d’estructura 

química de l’extrem 3’ de l’aminoacil-tRNA de manera que pot interaccionar amb el 

ribosoma i bloquejar la traducció de proteïnes. Pocs minuts de tractament amb 

puromicina són suficients perquè s’uneixi al ribosoma i no provoqui mort cel·lular, això 

permet utilitzar-la per marcar les proteïnes de nova síntesi. 

Després del tractament de puromicina les cèl·lules es van fixar i es va realitzar una 

immunofluorescència amb un anticòs anti-puromicina, que posteriorment va ser 

analitzada per microscopia (figura 44). Els resultats mostren que el mutant A2 S/A té 

una eficiència de traducció major que el mutant A2 S/E. No obstant, les diferències de 

traducció entre els mutants eren menors que les obtingudes en llevat. Això podria ser 

explicat pel fet que en aquestes cèl·lules, a diferència del llevat, no es va reduir 

l’expressió de la proteïna endògena. 
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Figura 44. Quantificació de la incorporació de puromicina en els diferents mutants de fosforilació. 

Les cèl·lules HEK293T van ser cotransfectades amb GFP i un control (HA), HA-A1, HA-A2, HA-A2 

S/A o HA-A2 S/E, es va afegir puromicina a les 24 hores. A. Imatge representativa de la senyal de 

GFP i de puromicina de cèl·lules HEK293T. B. El gràfic mostra la senyal de puromicina calculada 

fent un rati de la incorporació de puromicina en les cèl·lules transfectades entre la incorporació 

en les cèl·lules no transfectades de la mateixa fotografia. 

 

10.2.3 Anàlisi de la funció traduccional reduint l’expressió de la 

proteïna endògena en cèl·lules N2A  

Es va generar una línia de N2A estable utilitzant un shRNA contra el 3’UTR de la 

isoforma A2. Es va disminuir pràcticament del 50% de la proteïna A2 endògena (figura 

45).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Quantificació de l’expressió de la isoforma A2 en la línia estable N2A shA2.  

A. Quantificació de les bandes de western blot per Image J. La primera barra correspon a una 

cèl·lules N2A amb sh control, la segona són cèl·lules N2A seleccionades amb un shA2. B. Western 

blot de mostres N2A sh control i shA2 analitzades amb anticòs anti-A2. 
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En aquestes línies cel·lulars N2A shA2 es va realitzar el mateix experiment de 

determinació de la incorporació de puromicina (figura 46). Les cèl·lules N2A shA2 es 

van cotransfectar amb GFP i la isoforma A2 i els mutants de fosforilació fusionats amb 

HA. Al dia següent es van tractar amb puromicina i es va realitzar una 

immunofluorescència per determinar la incorporació d’aquesta. Els resultats van ser 

analitzats per microscopia amb el programa Image J. S’observa que al disminuir 

l’expressió de la proteïna A2 endògena les diferències són significativament més grans 

que en els experiments en HEK293T (figura 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Determinació de la incorporació de puromicina en la línia estable N2A shA2. 

Les cèl·lules N2A van ser cotransfectades amb GFP i un control (HA), HA-A1, HA-A2, HA-A2 S/A o 

HA-A2 S/E, es va afegir puromicina a les 24 hores. A. Imatge representativa de la senyal de GFP i 

de puromicina de cèl·lules N2A shA2. B. El gràfic mostra la mitjana dels ratis d’incorporació de 

puromicina de les cèl·lules transfectades entre la incorporació en cèl·lules no transfectades de la 

mateixa imatge. 

 

11. Determinació de la fosforilació in vivo en neurones 

Els estímuls BDNF, KCl, TTX, NMDA i DHPG han estat descrits com a moduladors de la 

traducció de proteïnes via afectació de la fosforilació del factor d’elongació EF2 

[82],[83],[84],[32]. Com s’ha explicat a l’apartat d’introducció, la fosforilació del factor 

eEF2 produeix una disminució de la traducció de proteïnes. Es van utilitzar aquests 

estímuls per estudiar la fosforilació in vivo en aquest cas de la isoforma A2. 

Per realitzar aquests experiments es van utilitzar cèl·lules corticals d’embrions E17 que 

van ser tractades amb els diferents estímuls. Per determinar la fosforilació les mostres 

es van recollir i es va realitzar un western blot afegint phos-tag (figura 47). El phos-tag 

s’unirà als grups fosfats de la proteïna fent que aquesta corri amb un retard.  
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Es pot observar que les mostres tractades amb TTX corren amb un retardament (figura 

47A), indicant una possible fosforilació del factor d’elongació en aquestes condicions. 

El TTX no solament ha estat descrit com a inhibidor de la traducció sinó que també 

afecta a la formació de fil·lopodis. Estudis previs mostren que tractaments amb TTX 

donen lloc a  un increment en la llargada dels fil·lopodis [85]. Es considera per tant un 

bon candidat pel fet que presentava efectes tant en la traducció com en plasticitat 

estructural.  

En els experiments de phos-tag es va utilitzar un anticòs que detecta les dues isoformes 

del factor d’elongació, per això es veuen dues bandes. La banda superior correspon a 

la isoforma A2 i la inferior a la A1 (l’efecte es veu en ambdues). 

El procediment de determinació de fosforilació per phos-tag no era repetitiu, a 

continuació es mostra un recull de diferents repeticions de l’experiment amb les 

mateixes mostres (figura 47B).  

 

Figura 47. Determinació de la fosforilació endògena del factor d’elongació A2 en cèl·lules corticals 

A. Les cèl·lules corticals de 20 DIVs es van tractar amb diferents estímuls: control, BDNF, KCl, TTX, 

NMDA i DHPG. Les mostres es corren en un WB amb phos-tag. B. En aquesta figura es mostren 

quatre western blots diferents en el que es van utilitzar les mateixes mostres: una mostra control 

(C) i una tractada amb TTX.  

 

12. Estudi dels efectes de  la fosforilació d ’A2 sobre la traducció en 

neurones  

12.1 Determinació de la traducció dels mutants de fosforilació amb 

puromicina 

Atès que els resultats dels experiments de fosforilació de la proteïna endògena no eren 

concloents, es va decidir transfectar neurones d’hipocamp amb els mutants de 

fosforilació i es va realitzar un anàlisi de la incorporació de puromicina de la mateixa 

manera que es va fer en les cèl·lules N2A (figura 46). Per motius tècnics, a les cèl·lules 

α-A1/A2α-A1/A2
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d’hipocamp no es va poder disminuir l’expressió de la proteïna endògena. Els resultats 

es poden observar a la figura 48 on es determina la incorporació de puromicina en els 

primers 100µm de la dendrita ja que en 5 minuts de tractament la puromicina es troba 

únicament en el citosol i en els primers micròmetres de la neurita figura 48C.  

 

 

 

 

 

Figura 48. Determinació de la incorporació de puromicina en neurones d’hipocamp. 

Les neurones d’hipocamp a 10 DIVs van ser cotransfectades amb GFP i un control (HA), HA-A1, 

HA-A2, HA-A2 S/A o HA-A2 S/E, es va afegir puromicina a les 24 hores. A. Imatge representativa 

de la senyal de GFP i puromicina en una neurona transfectada amb A2. B. El gràfic representa la 

mitjana de la intensitat de puromicina fet relatiu a la intensitat de puromicina de cèl·lules no 

transfectades de la mateixa imatge. C. Ampliació d’una dendrita marcada en rectangle blau de 

l’apartat A. La imatge ha estat tractada amb el filtre Ice del programa ImageJ 

 

12.2 Determinació de la traducció dels mutants de fosforilació amb AHA 

Paral·lelament i amb la intenció de corroborar els experiments de puromicina es va 

realitzar un experiment d’incorporació de l’anàleg de metionina AHA (veure materials i 

mètodes 8.2). Per fer aquests tipus d’experiment es van transfectar les neurones 

d’hipocamp amb els diferents mutants i a les 24 hores es va afegir l’anàleg de metionina 

que s’incorporarà en totes aquelles proteïnes que s’estan sintetitzant de nou. 

Finalment amb una reacció que rep el nom de reacció click-iT s’uneix l’anàleg de 

metionina amb un fluorofor que ens permetrà determinar la incorporació de metionina 

per microscopia (figura 49).  
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Figura 49. Estudi de la incorporació d’AHA en neurones d’hipocamp. 

Les neurones d’hipocamp a 10 DIVs van ser cotransfectades amb GFP i un control (HA), HA-A1, 

HA-A2, HA-A2 S/A o HA-A2 S/E, es va afegir l’AHA a les 24 hores. A. Imatge representativa de la 

senyal de GFP i AHA en una neurona transfectada amb A2. B. El gràfic representa la mitjana de 

la intensitat d’AHA fet relatiu a la intensitat de puromicina de cèl·lules no transfectades de la 

mateixa imatge. C. Ampliació d’una dendrita marcada en rectangle blau de la figura A. La imatge 

ha estat tractada amb el filtre Ice del programa ImageJ 

 

El material suplementari de la tesi es pot trobar a la carpeta suplementari. 

 

 

In
co

rp
o

ra
ci

ó
d

’A
H

A
(1

00
µ

µ
m

)

A B

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

C A2 A2 S/A A2 S/E

C

α-GFP AHA



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



        

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSIÓ 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

                       Discussió 

                                                               |  7 9  

 
    

1. Importància de l’aparició de dues isoformes del factor eEF1A en 

l ’evolució  

Una de les preguntes en ment de molts investigadors ha estat perquè una proteïna que 

té una funció tan conservada com és el factor d’elongació eEF1A, en algunes espècies 

(més desenvolupades) presenta dues isoformes pràcticament idèntiques a nivell 

d’estructura i de seqüència [46],[49]. La major part dels estudis sobre l’aparició de 

isoforma A2 són de tipus descriptiu, en els que es compara les dues isoformes i la seva 

expressió en els diferents teixits [46],[49],[86]. De moment no existeix cap estudi que 

doni una explicació funcional d’aquest bescanvi de isoformes en cervell. 

En l’alineament entre les dues isoformes de ratolí observem canvis que impliquen 

substitucions de serines o treonines, apareixent quatre noves serines en el III domini 

de la isoforma A2 (S342, S358, S393 i S445). Aquests canvis suggereixen que la 

fosforilació pot tenir rellevància fisiològica. Si es comparen les seqüències d’aminoàcids 

de la isoforma A2 de diferents espècies, s’observa que de les quatre serines que 

apareixen en el III domini, la més conservada és la que correspon a la S358 de ratolí. 

(material suplementari S5). A més, aquesta serina també està conservada en aquelles 

especies que solament tenen una isoforma de la proteïna com és el cas del llevat i la 

drosòfila. Seria interessant fer un estudi per determinar si la fosforilació de cada una 

de les serines que apareixen en el III domini poden estar implicades en diferents 

funcions. El que està descrit fins ara és que el factor eEF1A està implicat en l’elongació 

de proteïnes però també està relacionat amb un conjunt de funcions no canòniques, 

entre les quals, les més estudiades han estat la unió al citoesquelet d’actina [87], 

l’apoptosi [88], el transport nuclear [89] i la degradació de proteïnes via proteosoma 

[90]. 

Una altra de les qüestions encara sense resoldre és perquè l’aparició de la isoforma A2 

es dóna solament en certs teixits com són el cervell, cor i múscul esquelètic. A priori, 

aquests teixits presenten una morfologia i una funció molt diferent, però és interessant 

observar quines característiques poden tenir en comú amb la intenció de poder 

esbrinar el perquè d’aquest bescanvi d’isoformes en aquests teixits. 

Per una banda, una propietat comuna, és que tenen una proporció de cèl·lules (miòcits 

i neurones) totalment diferenciades que són incapaces d’entrar de nou en cicle [46]. 

Podria ser, per tant, que la isoforma A2 fos necessària en la diferenciació cel·lular atès 

que el seu patró d’expressió coincideix amb el patró de diferenciació neuronal 

(sinaptogènesi) en rata [51]. En referencia a aquest possible efecte sobre la 

diferenciació cel·lular hi ha un estudi on observen que en cèl·lules musculars 

diferenciades quan es produeix dany muscular tornen a bescanviar la isoforma A2 per 

la A1. La reexpressió de la isoforma A1 reflecteix un retorn al patró embrionari de la 

cèl·lula [91]. A més, una altra evidència al respecte la trobem en el cervell on solament 

les cèl·lules terminalment diferenciades expressen la isoforma A2, mentre que les 

proliferants solament expressen la A1 [92]. 
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D’altra banda, l’elevat nivell d’apoptosi que es produeix en el ratolí Wasted mouse és 

consistent amb la idea de que el factor A2 podria ser un inhibidor de l’apoptosi [93]. La 

seva expressió ectòpica en cèl·lules musculars les protegeix de l’apoptosi induïda per 

caspasa-3 [94]. Aquesta característica dóna suport també a la hipòtesis de que la seva 

expressió es dóna en cèl·lules totalment diferenciades i incapaces de tornar en cicle on 

pot ser que la inhibició de l’apoptosi pugui ser molt més necessària que en altres tipus 

cel·lulars. 

Una altra característica que comparteixen aquests tres teixits, respecte les funcions no 

canòniques, és que són teixits amb cèl·lules on el citoesquelet d’actina es veu sotmès 

a canvis molt ràpids en resposta a l’ambient, ja sigui en l’aprenentatge (cervell) com en 

el moviment del cos (cor i múscul) [90],[95].  

Existeixen molts estudis que mostren que la isoforma A1 pot interaccionar amb actina, 

la majoria d’ells han estat realitzats in vitro [63],[64],[65]. El nostre treball aporta noves 

dades sobre el factor A2 i la interacció amb actina. Hem demostrat el paper de les 

fosforilacions del III domini de la isoforma A2 en la interacció amb els filaments i en la 

formació de fil·lopodis i espines.  

2. La fosforilació del II I domini de  la isoforma A2 i  la  interacció amb el 

citoesquelet d’actina  

En base als nostres resultats, la fosforilació del factor A2 a les serines S342, S358, S393 

i S445 disminueix la capacitat d’unió al citoesquelet d’actina i, com a conseqüència, hi 

ha un increment en la formació de fil·lopodis. Aquest fet l’hem demostrat tant en 

cèl·lules HEK293T com en neurones d’hipocamp.  

Els únics antecedents sobre la possible implicació del factor d’elongació en la formació 

de fil·lopodis han estat demostrats en cèl·lules tumorals [58],[96]. Tot i que no s’ha 

estudiat pròpiament el paper de la fosforilació del factor en càncer, els resultats que 

s’han publicat anteriorment encaixen amb els descrits en aquesta tesi.  

Hi ha diferents estudis que relacionen la interacció del factor d’elongació amb el 

citoesquelet d’actina i el grau de metàstasi. Tot i que no especifiquen la isoforma, el 

que s’ha identificat a nivell tumoral és que en cèl·lules cancerígenes la unió del factor 

d’elongació amb actina és menor [78]. En estudis comparatius del potencial metastàtic 

demostren que en cèl·lules de tumors més metastàtiques hi ha menys unió del factor 

amb actina respecte cèl·lules de tumors amb menys capacitat de fer metàstasis [65]. 

En aquest mateix estudi postulen que quan el factor està unit a actina pot excloure la 

unió d’altres proteïnes amb aquesta [97] podent també afectar al dinamisme de 

l’actina (el grau de polimerització i despolimerització). La nostra hipòtesis és que en 

aquestes cèl·lules tumorals el factor A2 estaria fosforilat en les serines del III domini i, 

conseqüentment, uneix menys actina i forma més fil·lopodis. No obstant, per tal de 

corroborar els resultats aquí exposats, pot ser interessant analitzar el grau de 
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fosforilació a nivell tumoral per determinar el paper de les fosforilacions en 

oncogènesis.   

Existeixen pocs estudis que expliquin la rellevància de la fosforilació del factor A2 sobre 

la interacció amb el citoesquelet d’actina. Alguns estudis mostren que la fosforilació 

del factor A1 per la quinasa Rho debilita la seva capacitat d’unió a actina essent la 

primera prova de que la fosforilació del factor pot provocar una disminució en la 

interacció amb aquesta [71]. D’altra banda, estudis en llevat demostren que la mutació 

puntual en Asn329Ser que corresponen a la Asn331 en A1 i al Ser331 en A2 redueix la 

desorganització del citoesquelet d’actina respecte al wild type, indicant una possible 

relació entre la fosforilació i l’actina [44]. No obstant, no existeix cap estudi en mamífers 

en relació a les quatre serines que apareixen en el III domini de la isoforma A2, i de si 

aquestes poden ser importants en la interacció amb el citoesquelet d’actina. 

En aquesta tesi també s’ha analitzat l’efecte de les fosforilacions sobre la plasticitat 

estructural a les neurones. A l’inici del desenvolupament les neurones no fan sinapsis 

amb altres neurones, amb el temps es comencen a formar fil·lopodis que faran la funció 

de sensors a la recerca d’un axó pròxim. Hem demostrat que la fosforilació pot tenir 

una funció reguladora de la formació de nous fil·lopodis i sinapsis, essent per tant 

necessària en les primeres etapes del desenvolupament de les neurones. La fosforilació 

impedeix que el factor pugui formar xarxes de filament d’actina (bundles), facilitant per 

tant el seu dinamisme. Estudis previs confirmen que la formació de bundles d’actina 

per part del factor d’elongació produeix una disminució de la polimerització i del 

dinamisme d’aquesta [87],[98]. 

Diversos estudis mostren que és necessària una correcta estructura de l’actina per tal 

de que pugui haver-hi traducció [99]. Senyalen que l’addicció de latrunculina A 

(molècula que desorganitza el citoesquelet d’actina) i ciclohexamida (inhibidor de la 

síntesis de proteïnes) tenen efectes equivalents en neurones. Demostrant que una 

correcta estructura del citoesquelet d’actina es necessària perquè és produeixi la 

síntesis de proteïnes [100]. Altres estudis correlacionen més directament la plasticitat 

estructural amb la traducció, utilitzen TTX (inhibidor del potencial d’acció) que està 

descrit que produeix una inhibició de la síntesis de proteïnes en neurones. Com a 

conseqüència del tractament amb TTX es produeix un increment en la formació de 

fil·lopodis. Això podria ser un mecanisme pel qual la cèl·lula, al inhibir la traducció de 

proteïnes a la sinapsis, afavoreix la formació de nous fil·lopodis amb l’objectiu de trobar 

altres axons amb els que connectar [85].  
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3. Rellevància de la fosforilació del III  domini  de la isoforma A2 en el 

control  traduccional 

La síntesis local de proteïnes a la sinapsis es un mecanisme que determinarà si un 

aprenentatge serà transitori o quedarà permanentment emmagatzemat al cervell. És 

per aquest motiu, que la traducció local ha estat molt estudiada [101],[102],[103]. 

La majoria d’estudis del control de la traducció es centren en la senyalització i la 

regulació dels factors d’inici. Tanmateix, cada vegada està adquirint una major 

importància el control de l’elongació perquè s’ha observat que molts dels mRNAs que 

viatgen silenciats a les espines en grànuls de mRNAs es troben aturats en aquest punt 

[45]. El factor més estudiat en la regulació de l’elongació ha estat el factor eEF2. La 

fosforilació d’eEF2 ha estat àmpliament descrita; aquesta, provoca una disminució de 

la traducció total de proteïnes [83],[104]. Diversos estudis han determinat el nivell de 

fosforilació d’aquest factor en processos d’aprenentatge i memòria [104],[105]. 

Particularment en el test d’aversió conegut amb el nom de CTA (conditionated taste 

adversion) analitzen l’estat de fosforilació de factors d’inici i el del factor d’elongació 

eEF2 en aprenentatge. Observen que quan el cervell es troba en condicions basals el 

procés limitant de la traducció és l’inici. No obstant, durant l’aprenentatge es produeix 

una inhibició temporal de l’elongació (observada amb un augment de la fosforilació del 

factor eEF2). Aquest fet te com a conseqüència una acumulació de factors d’inici fent 

que aquells mRNAs que tenen dificultats per ser iniciats (poor initiators mRNAs), amb 

estructures del 5’UTR complexes, es puguin traduir amb la mateixa facilitat que la resta. 

De manera que reduir l’eficiència d’elongació pot anar a favor de traduir una sèrie de 

mRNAs particulars [105] (figura 50). Per exemple, en sinaptoneurosomes l’estimulació 

de receptors de NMDA produeix una fosforilació del factor d’elongació eEF2 provocant 

una reducció d’un 50% de la síntesis de proteïnes però augmentant la de certs mRNA 

com la CAMKII [106].  
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Figura 50. La regulació a l’inici o a l’elongació determina la traducció de poblacions de mRNAs 

específics [105]. 

Durant la consolidació de la memòria es dóna un increment de l’inici i una disminució de 

l’elongació i això provoca una regulació de la traducció de diferents poblacions de mRNAs  

 

Per tant, no hi ha una regulació exclusiva dels factors d’inici. El que es postula 

actualment és que es pot regular tant l’inici com l’elongació i depenent de la situació 

es permetrà la traducció d’un tipus o un altre de mRNAs. Possiblement, aquests 

bescanvi entre el control d’inici i elongació pot ser un mecanisme de control selectiu 

de la traducció local de proteïnes.  

D’acord amb aquesta hipòtesi, hem observat que el mutant fosfomimètic d’A2 produeix 

una disminució de la traducció de proteïnes. Prèviament, investigadors van mostrar 

que la fosforilació en la Serina 300 del factor A1 també tenia aquest efecte. No obstant, 

aquesta serina és compartida entre ambdues isoformes. Les que hem descrit en aquest 

estudi solament hi són presents al III domini de la isoforma A2; podent per tant, ser 

necessàries en la regulació de la funció exclusivament del factor A2.  

D’altra banda, podria ser que el nombre de serines que apareixen a la isoforma A2 sigui 

important per la seva regulació, considerant que els organismes més desenvolupats 

presenten més canvis de serines entre les dues isoformes. Suggerint que la complexitat 

de la funció de la isoforma A2 en aquests organismes requereix d’una regulació encara 

major. 

Existeix algun estudi in vitro en Dictyostelium discoideum on proposen que el lloc d’unió 

al tRNA i el d’actina és el mateix, de manera que el factor no podria traduir i unir actina 

alhora [107]. Per contra, els experiments realitzats en el nostre laboratori semblen ser 

contraris a aquests últims, atès que quan generem les mutacions de les quatre serines 
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a alanina observem que es dóna una major interacció amb actina així com un increment 

en la síntesis de proteïnes.  

Altres estudis però si que són coincidents amb els resultats aquí exposats. Per exemple, 

s’ha vist que en Escherichia coli es generen dímers del factor d’elongació durant la 

traducció de proteïnes. Aquest estudi mostra que són necessàries dues molècules del 

factor d’elongació per unir un tRNA i, en transferir el tRNA al ribosoma s’hidrolitzen 

dues molècules de GTP [108]. En aquesta tesi hem demostrat que la desfosforilació del 

factor A2 forma més dímers i té més capacitat de traducció  

Estudis realitzats in vivo, mostren que el factor d’elongació pot unir a filament d’actina 

i al propi mRNA de la β-actina a la vegada amb una gran afinitat inclús quan està unit a 

la F-actina [67]. Indicant una possible dualitat de traducció i unió al citoesquelet [67], 

atès que posa en contacte el mRNA amb el citoesquelet que és un prerequisit per a que 

es doni la traducció. També s’ha vist que en LTP es produeix una redistribució del factor 

d’elongació a zones riques en actina filamentosa indicant que podria promoure la 

traducció d’aquells mRNAs que estiguin a prop del citoesquelet [109].  

Altres estudis observen que hi ha diferències en la colocalització del factor d’elongació 

amb l’actina i els microtúbuls en funció dels requeriments traduccionals de les 

neurones. El model proposa que en neurones immadures el factor d’elongació podria 

tenir un paper més important en la traducció de proteïnes i en la regulació de la 

dinàmica de l’actina, és per això que hi ha una colocalització amb l’actina; per contra, 

en estadis tardans, el requeriment traduccional és menor i per això el factor es podria 

redistribuir als microtúbuls permetent una estabilització d’aquestes estructures [110].  

No obstant, seria interessant discernir si totes quatre serines estan involucrades tant 

en la traducció com en la unió al citoesquelet d’actina. Estudis en llevat demostren que 

hi han mutacions del factor (en residus que no corresponen amb les serines aquí 

analitzades) que afecten a l’organització del citoesquelet d’actina però no a la traducció 

i viceversa [66]. En quant a aquesta idea en particular les mutacions N305S i N329S 

afecten al citoesquelet d’actina però no a la traducció, per contra mutacions en F308L 

i S405P afecten al citoesquelet d’actina i a la traducció de proteïnes [111]. Tenint en 

compte aquests resultats, si més no, pot ser necessari un anàlisi de les diferents serines 

aquí exposades, per determinar si totes poden regular tant el dinamisme de l’actina 

com la traducció.  
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3. Model 

Basant-nos en els resultats exposats es proposa el següent model (figura 51): a l’inici 

de l’espinogènesi, en el període de formació de fil·lopodis i les primeres espines 

dendrítiques predominaria la isoforma A2 fosforilada. En aquestes condicions la 

capacitat del factor d’interactuar amb actina seria menor i, això, li confereix a l’actina 

un major dinamisme permetent la formació de fil·lopodis. Segons la teoria fil·lopodial, 

el dinamisme del fil·lopodi és determinant per tal de que pugui trobar un axó d’una 

neurona veïna. El procés de formació d’espines madures es produirà quan es doni 

aquest contacte entre fil·lopodi i axó, és en aquest moment en el que la remodelació 

del citoesquelet d’actina esdevé necessari. La desfosforilació del factor A2 permetrà 

que aquest dimeritzi i, conseqüentment, uneixi diferents filaments d’actina donant lloc 

a una estructura molt més estable. A més, la desfosforilació també permet la seva 

activació a nivell traduccional, conseqüentment el factor A2 podrà traduir localment 

aquells mRNAs que hagin estat aturats en l’elongació a les espines dendrítiques.  

Segurament durant aquest procés d’espinogènesi hi haurà un balanç entre l’estat 

fosforilat i el no fosforilat de la isoforma A2 que podrà anar variant en funció dels 

requeriments. Per exemple, en processos de LTD on es produeix una inhibició de la 

síntesi de proteïnes i s’acaba donant lloc a la desaparició de l’espina, possiblement serà 

necessari que el factor d’elongació A2 desfosforilat torni al seu estat fosforilat; tal i com 

es produeix en el factor d’elongació EF2 [44]. Per poder confirmar la rellevància de la 

fosforilació en processos de LTD s’hauria d’analitzar el grau de fosforilació de la 

proteïna in vivo. 

D’altra banda, també seria interessant analitzar si la fosforilació del III domini de la 

isoforma A2 permet interaccions amb altres proteïnes que li confereixin noves 

funcions. En aquest sentit, hi ha un estudi que mostra que en situació d’estres la 

quinasa JNK fosforila al factor A2 a les serines 205 i 358 (aquesta última és una de les 

que s’han analitzat durant la tesi) [73]. La fosforilació del factor A2 per JNK ajuda a la 

degradació d’aquelles proteïnes que han estat sintetitzada de novo. Aquesta 

degradació de les proteïnes en estrès és necessària ja que en aquestes circumstàncies 

tenen mes probabilitat de plegar-se de manera incorrecta, essent, per tant la 

fosforilació del factor A2 un mecanisme de prevenció d’errors. Altres estudis també 

demostren que el factor d’elongació en resposta a estrès cel·lular té la capacitat 

d’entrar al nucli i exportar el factor de transcripció Snail [112]. En aquesta tesi hem 

demostrat que existeixen diferències en la localització dels mutants de la isoforma A2; 

observant que el fosfomimètic presenta marcatge nuclear. Es per això, que considerem 

que la fosforilació del factor podria tenir un paper actiu en l’aturada de la transcripció. 

El fet de que el factor d’elongació pot entrar el nucli i aturar la transcripció podria ser 

un bon mecanisme d’inhibició de síntesi de proteïna perquè actua per dues vies; per 

una banda transportant el factor d’elongació al nucli (evitant l’elongació de proteïnes) 

i per una altra, ajudant a exportar fora del nucli factors com Snail (per inhibir la 
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transcripció). Seria interessant per tant, investigar la possibilitat de que aquesta 

fosforilació pugui també afectar a la transcripció. 

 

 

Figura 51. Model: Efecte de les fosforilacions del factor A2 sobre la plasticitat sinàptica. 
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1- La fosforilació del III domini del factor d’elongació eEF1A2 està implicada en 

la plasticitat estructural ajudant a la formació i dinamisme de fil·lopodis i a 

l’espinogènesi. 

 

2- La dimerització del factor d’elongació eEF1A2 ajuda a la interacció amb el 

citoesquelet i a la formació de bundles d’actina. L’estat desfosforilat de la 

proteïna incrementa la formació de dímers.  

 

3- La fosforilació del III domini del factor d’elongació eEF1A2 actua com a 

mecanisme de control traduccional.  

 

4- El factor eEF1A2 fosforilat presenta menys afinitat amb la proteïna GEF eEF1B 

i redueix la síntesi de proteïnes. 
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1. Cultius 

1.1 Cultius primaris 

En aquesta tesi es van utilitzar cultius primaris de cèl·lules corticals i hipocampals 

d’embrions de ratolí de 17 dies i mig de gestació. Les plaques i cubreobjectes van ser 

tractats amb poli-d-lisina (sigma P7886) diluïda a 0.5µg/mL en una solució de boric-

borat a pH 8.5 que es mantenien a 37ºC tota la nit, aquest tractament permet preparar 

la superfície per una correcta adhesió de les neurones. Al dia següent les plaques es 

rentaven 5 vegades amb aigua miliQ per eliminar tota la poli-d-lisina que no havia 

quedat adherida a les plaques ja que aquesta poli-d-lisina sobrant és letal per a les 

neurones. Un cop rentades les plaques se li afegia medi de plaqueig (MEM (Fisher 

31095029, FBS 10% (Cultek 91S1810), glucosa 0.6%, penicil·lina/estreptomicina). Les 

plaques es mantenien a l’incubador durant tot el temps de la realització del cultiu (que 

és aproximadament d’una hora). 

Un cop preparades les plaques es procedia a realitzar el cultiu. S’ha de tenir en compte 

que el temps des de que l’animal ha estat sacrificat fins que les cèl·lules es planten ha 

de ser el menor possible per tal de mantenir les cèl·lules en unes condicions òptimes. 

Per a l’obtenció de cèl·lules corticals primer s’han d’aïllar els cervells dels embrions. La 

dissecció es realitzava utilitzant fòrceps i bisturí en medi de dissecció fred (HBSS (VWR 

X0507), glucosa 0.6%, penicil·lina/estreptomicina (Fisher 15140122)). Un cop obtinguts 

els cervells se separaven els dos còrtexs del tronc encefàlic i finalment s’extirpaven les 

meninges tal i com es mostra a la següent imatge. 

 

Figura 52. Descripció del procés de separació dels dos hemisferis del cervell. 

 

Als cultius de neurones hipocampals s’agafaven els còrtex i sota una lupa es separaven 

els hipocamps. 
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Figura 53. Descripció del procés de dissecció d’hipocamps. 

 

Les cèl·lules es dissociaven primerament amb el que denominem disgregació química 

que consisteix en afegir tripsina (Fisher 15090046) a 0.25% i DNAsa (sigma DN25) a 

0.2mg/Ml durant 15 minuts a 37ºC. Passats els 15 minuts es feien tres rentats amb el 

medi de plaqueig. A continuació es realitzava una disgregació mecànica amb una pipeta 

Pasteur polida amb un diàmetre més petit per dissociar les cèl·lules. Per evitar danyar-

les al màxim es passaven les cèl·lules uns 10 cops evitant fer escuma. Finalment es 

contaven les cèl·lules i es plantaven a les plaques que s’havien preparat prèviament. 

A la següent taula es mostren les diferents concentracions en les que es plantaven les 

neurones en funció de l’experiment a realitzar. 

 

Plaques Utilització  Volum del medi Cèl·lules plantades 

4 pouets (Fisher 

10507591) 

Microscopia  500µL 50.000 

IBIDIS (Inycom 

81156) 

Microscopia 

(vídeos 

 2mL 100.000 

12 pouets (Fisher 

11889684) 

Comprovació de 

virus 

 1mL 250.000 

100mm (Fisher 

10075371) 

Bioquímica  10mL 2·106 

 

Un cop plantades les neurones es deixaven a l’incubador durant dues hores, passat 

aquest temps s’aspirava el medi  i s’afegia un medi de manteniment (Neurobasal (Fisher 

21103049), 2% B27 (Fisher 17504044) i 1% glutamax (Fisher35050) 

penicil·lina/estreptomicina). En el moment que es plantaven corresponen a 0 dies in 

vitro (DIVs). A partir d’aquí es començava a contar els dies que havien de romandre a 

l’incubador. S’ha de tenir en compte que depenent de l’experiment que es realitzava 

les neurones havien d’estar en un determinat punt de maduració i per tant s’havia 

d’esperar a que arribessin a un determinat numero de DIVS. 
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1.2 Cultius de línies cel·lulars 

Es van utilitzar dos tipus de línies cel·lulars: les Neuro2A (N2A), que són cèl·lules que 

provenen de neuroblastoma de ratolí, i les HEK293T (Human Epithelial Kidney 293 

Transformed). Les N2A es van triar perquè tot i que no fan sinapsis expressen gens 

neuronals i permeten tenir unes condicions similars a les presents a les neurones. Les 

HEK293T es van triar ja que degut a la seva fàcil transfecció són idònies per experiments 

de tipus bioquímic on era necessari un gran nombre de cèl·lules transfectades.  

Per ambdues línies es va utilitzar el medi DMEM (VWR L01014) complementat amb 

10% de Fetal bovine serum (cultek 91S1810) i penicil·lina/estreptomicina (Fisher 

15140122). Les cèl·lules es dividien dos cops per setmana: es netejava amb PBS 

prèviament escalfat a 37ºC, a continuació s’afegia 1mL de tripsina (VWR L0931) per 

desenganxar les cèl·lules de la placa. Un cop desenganxades es recollien en medi 

DMEM, es centrifugaven a 200g durant 5 minuts, es descartava el sobrenedant i el 

pellet es resuspenia en DMEM diluint el cultiu 10 o 20 cops. Per a les transfeccions es 

plantàvem a una densitat de 2·106 cèl·lules per plaques de 100mm. 

 

2. Construcció de vectors 

Els plàsmids es van amplificar a partir de Escherichia coli DH5α que creixien a 37ºC 

durant tota la nit i s’obtenia el DNA a través del Kit Nucleospin plasmid (Macherey-

Nagel 740588). Les PCRs es van realitzar amb la polimerasa Phusion High Fidelity DNA 

polymerase (Fisher 10024537) seguint el protocol del fabricant. Les restriccions, 

lligacions i transformacions es van realitzar segons els protocols descrits en Current 

Protocols in Molecular Biology [113] . 

Vectors utilitzats: 

Tal i com s’explica a l’apartat 1 de resultats, apareixen 4 serines a la isoforma A2 que no 

hi son en la A1. Són aquestes 4 serines les que es van mutar a glutàmic (S342, S358,S394 

i S445). 

 

Plàsmids Contingut Obtenció 

pcDNA3 Vector d'expressió amb promotor CMV Invitrogen 

pNBM470 Expressa HA sota el promotor CMV Clonat al 

laboratori 

pNBM470-Ef1a1 

WT 

Expressa HA-A1 wild type (proteïna sencera) Clonat al 

laboratori 

pNBM470-Ef1a2 

WT 

Expressa HA-A2 wild type (proteïna sencera) Clonat al 

laboratori 
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pNBM470-Ef1a2 

S/A  

Expressa HA-A2 amb les 4 serines mutades a 

Alanina (proteïna sencera) 

Clonat al 

laboratori 

pNBM470-Ef1a2 

S/E 

Expressa HA-A2 amb les 4 serines mutades a 

Glutàmic (proteïna sencera) 

Clonat al 

laboratori 

pNBM470-Ef1a1 

WT 

Expressa HA-A1 wild type (III domini) Clonat al 

laboratori 

pNBM470-Ef1a2 

WT 

Expressa HA-A2 wild type (III domini) Clonat al 

laboratori 

pNBM470-Ef1a2 

S/A  

Expressa HA-A2 amb les 4 serines mutades a 

Alanina (III domini) 

Clonat al 

laboratori 

pNBM470-Ef1a2 

S/E 

Expressa HA-A2 amb les 4 serines mutades a 

Glutàmic (III domini) 

Clonat al 

laboratori 

pNBM470-Ef1b2 Expressa HA-Ef1b2  Clonat al 

laboratori 

pcDNA3-Flag Expressa FLAG sota CMV Clonat al 

laboratori 

pcDNA3-eEF1A1 

WT 

Expressa FLAG-A1 wild type (proteïna sencera) Clonat al 

laboratori 

pcDNA3-eEF1A2 

WT 

Expressa FLAG-A2 wild type (proteïna sencera) Clonat al 

laboratori 

pcDNA3- eEF1A2 

S/A  

Expressa FLAG-A2 amb les 4 serines mutades 

a Alanina (proteïna sencera) 

Clonat al 

laboratori 

pcDNA3- eEF1A2 

S/E   

Expressa FLAG-A2 amb les 4 serines mutades 

a Glutàmic (proteïna sencera) 

Clonat al 

laboratori 

pGEX-KG Vector d'expressió GST sota el promotor Tac Clonat al 

laboratori 

pGEX- eEF1A1 

WT 

Expressa GST-A1 wild type (proteïna sencera) Clonat al 

laboratori 

pGEX- eEF1A2 

WT 

Expressa GST-A2 wild type (proteïna sencera) Clonat al 

laboratori 

pGEX- eEF1A2 

S/A  

Expressa GST-A2 amb les 4 serines mutades a 

Alanina (proteïna sencera) 

Clonat al 

laboratori 

pGEX- eEF1A2 

S/E 

Expressa GST-A2 amb les 4 serines mutades a 

Glutàmic (proteïna sencera) 

Clonat al 

laboratori 
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pGEX- eEF1A1 

WT 

Expressa GST-A1 wild type (III domini) Clonat al 

laboratori 

pGEX- eEF1A2 

WT 

Expressa GST-A2 wild type (III domini) Clonat al 

laboratori 

pGEX- eEF1A2 

S/A  

Expressa GST-A2 amb les 4 serines mutades a 

Alanina (III domini) 

Clonat al 

laboratori 

pGEX- eEF1A2 

S/E 

Expressa GST-A2 amb les 4 serines mutades a 

Glutàmic (III domini) 

Clonat al 

laboratori 

pEGFP-C3 Expressa GFP sota promotor… Cedit per un 

altre laboratori 

pEGFP- eEF1A1 

WT 

Expressa GFP-A1 wild type (proteïna sencera) Clonat al 

laboratori 

pEGFP- eEF1A2 

WT 

Expressa GFP-A2 wild type (proteïna sencera) Clonat al 

laboratori 

pEGFP- eEF1A2 

S/A  

Expressa GFP-A2 amb les 4 serines mutades a 

Alanina (proteïna sencera) 

Clonat al 

laboratori 

pEGFP- eEF1A2 

S/E 

Expressa GFP-A2 amb les 4 serines mutades a 

Glutàmic (proteïna sencera) 

Clonat al 

laboratori 

pEGFP- eEF1A1 

WT 

Expressa GFP-A1 wild type (III domini) Clonat al 

laboratori 

pEGFP- eEF1A2 

WT 

Expressa GFP-A2 wild type (III domini) Clonat al 

laboratori 

pEGFP- eEF1A2 

S/A  

Expressa GFP-A2 amb les 4 serines mutades a 

Alanina (III domini) 

Clonat al 

laboratori 

pEGFP- eEF1A2 

S/E 

Expressa GFP-A2 amb les 4 serines mutades a 

Glutàmic (III domini) 

Clonat al 

laboratori 

pET28a Expressa His tag sota el promotor T7 Cedit per un 

altre laboratori 

pET28a- eEF1A1 

WT 

Expressa His-A1 wild type Clonat al 

laboratori 

pET28a- eEF1A2 

WT 

Expressa His-A2 wild type  Clonat al 

laboratori 

pET28a- eEF1A2 

S/A  

Expressa His-A2 amb les 4 serines mutades a 

Alanina  

Clonat al 

laboratori 
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pET28a- eEF1A2 

S/E 

Expressa His-A2 amb les 4 serines mutades a 

Glutàmic  

Clonat al 

laboratori 

pFUGW+GFPsh 

eEF1A2 

Vector lentiviral que expressa shEf1a2 

TRCN0000193188 

Col·lecció del 

parc científic 

TEF1 en YEp195 TEF1 expressat en YEp195 Clonat al 

laboratori 

TEF1 S356A en 

YEp195 

TEF1 expressat en YEp195 amb la S356 

mutada a Alanina 

Clonat al 

laboratori 

TEF1 S356E en 

YEp195 

TEF1 expressat en YEp195 amb la S356 

mutada a Glutàmic 

Clonat al 

laboratori 

 

3. Transfeccions 

3.1 Transfeccions de cèl·lules hipocampals  

Per a la transfecció de cèl·lules hipocampals es va utilitzar el kit CalPhosMammalian 

Transfection Kit (condalab 631312). Es van seguir amb algunes modificacions el 

protocol publicat a Nature [114] . 

3.2 Transfecció de l ínies cel·lulars  

Per a la transfecció de HEK293T i N2A es va fer servir Lipotransfectina (Attendbio LTF-

1ml) seguint estrictament les instruccions del fabricant.  

 

4. Immunoprecipitació 

Les immunoprecipitacions realitzades en aquesta tesi han estat fetes a partir de línies 

cel·lulars de HEK293T i N2A transfectades. Un cop les cèl·lules havien estat 

transfectades s’esperava 24 hores i es recollien amb un tampó de lisis (aigua mQ, 20mM 

HEPES-KOH (pH 7.5), 125mM NaCl, 0.1% NP40, 1mMEDTA, complete EDTA free (Roche 

05056489001) i una pastilla de PhosSTOP (Roche 04906837001)). Es sonicaven 10 

segons fent tres repeticions amb una amplitud de 10% (sempre a 4ªC). Posteriorment 

es centrifugava 10 minuts 16000g a 4ºC. El sobrenedat es separava i s’afegien les beads 

de FLAG (sigma A2220), que prèviament havien estat rentades en el mateix tampó de 

lisis 3 cops, per tal de condicionar-les al mateix medi al qual estaven les mostres. 

S’afegien les beads (50µl de beads per mostra) i es deixaven rodant a 4ºC durant 2h. 

Passades les dues hores es feien tres rentats amb el mateix tampó de lisis. A l’últim 

rentat s’afegia 2xSSR a les mostres i es congelaven per el seu posterior anàlisi per 

western blot. 
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5. Purificació de proteïnes  

La purificació de proteïnes es va realitzar a partir de bacteri (soca BL21). Per aquest 

motiu era necessari retransformar els plàsmids que es necessitaven a BL21. Un cop 

retransformat es picaven tres colònies i es deixaven créixer en medi LB amb l’antibiòtic 

corresponent (20ml durant tota la nit a 37ºC en agitació).  

Al dia següent es diluïa el cultiu 50 cops i s’afegia 10% de glicerol i es deixava a 30ºC de 

2 a 3 hores en agitació fins a una OD600=0.2-0.3. Arribada a aquesta OD s’induïa amb 

IPTG (sigma I6758) a 0.4mM i es deixaven créixer entre 6 i 8 hores (depenent de 

l’experiment) a 25ºC. Es centrifugaven les mostres a 10.000g 15 minuts i es congelaven 

els pellets a -80ºC. Al dia següent es procedia a l’extracció de proteïna que era diferent 

en funció del plàsmid. 

5.1 Purif icació de proteïnes per plàsmids GST  

Es descongelaven els pellets i es resuspenien amb el tampó GSB (25mM potassium 

Hepes pH 7.5, 0.3M KCl, 1mM EDTA, 0.1% NP-40, 10%glicerol, 1mM DTT, complete 

EDTA free (Roche 05056489001) i una pastilla de PhosSTOP (Roche 04906837001). Es 

sonicava 4 vegades 1 minut amb una amplitud del 10%. Es centrifugava 10 minuts 4ºC 

16000g i, al sobrenedant s’afegien les beads de glutatió (Fisher 11594935) que 

prèviament havien estat rentades amb el mateix tampó GSB. Es deixaven rodant 2h, i 

passades les dues hores es rentaven 3 cops amb el tampó de lisis. Finalment s’afegia 

5% de glicerol i es congelaven. En el cas que es volguessin eluir s’utilitzava el següent 

tampó d’elució (40mM GSH (G4251), 20mM NaCl, 0.5mM DTT, 65mM Tris pH 8 i 0.1% 

NP-40 (sigma NP40S). 

5.2 Purificació de proteïnes per a plàsmids HIS  

Es descongelaven els pellets i es resuspenien amb el següent tampó de lisis (50mM 

TRIS-HCL pH 7.5, 500mM NaCl, 1% Trito-X100 (sigma T8787), 10mM 2-mercaptoetanol 

(Fisher 10265220), 20mM Imidazol (sigma I5513), complete EDTA free (Roche 

05056489001) i una pastilla de PhosSTOP (Roche 04906837001)). Es sonicava 4 

vegades d’1 minut amb una amplitud del 10%. Es centrifugava 10 minuts 4ºC 16000g i, 

al sobrenedant s’afegia les beads d’histidina NI-NTA (sigma P6611) que prèviament 

havien estat rentades i equilibrades en el mateix tampó de lisi. Es deixen rodant 2 hores 

a 4ºC, a continuació es feien dos rentats amb el tampó de rentat 1, dos rentats més 

amb el tampó de rentat 2, després dos rentats amb el tampó de rentat 3. Finalment es 

realitzava un quart rentat amb el tampó de rentat 4. Si es volia eluir era necessari fer 

dues elucions amb tampó d’elució. 
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Tampó Contingut 

Tampó de rentat 1 50mM HEPES-NaOH pH 7.5, 50mM NaCl, 20mM Imidazol, 

5mM 2-mercaptoetanol, 2% tritó i 5% glicerol 

Tampó de rentat 2 50mM HEPES-NaOH pH 7.5, 20mM Imidazol, 5mM 2-

mercaptoetanol, 1M NaCl i 5% glicerol. 

Tampó de rentat 3 50mM HEPES-NaOH pH 7.5, 50mM NaCl, 20mM Imidazol, 

5mM 2-mercaptoetanol i 5% glicerol. 

Tampó de rentat 4 50mM HEPES-NaOH pH 7.5, 50mM NaCl, 50mM Imidazol, 

5mM 2-mercaptoetanol i 5% glicerol 

Tampó d’elució 50mM TRIS-HCl pH 7.5, 50mM NaCl, 1% Trito-X100, 10mM 2-

mercaptoetanol, complete EDTA free (Roche 05056489001) 

i una pastilla de PhosSTOP (Roche 04906837001), 250mM 

Imidazol, 5% glicerol. 

 

Per els experiments de bundling era necessari que la proteïna estigués en unes 

condicions molt pures de manera que després de la producció de proteïna es 

dialitzaven (Fisher 10250054) durant tota la nit en el següent tampó de diàlisi: 20mM 

TrisHCl pH 7.6, 150mM KCl, 5mM MgCl2, 0.5mM DTT, 25% glicerol, 1mM ATP (sigma 

A3377), 1mM PMSF (A3377). 

 

6. Obtenció de sinaptoneurosomes de cèl·lules corticals  

Les cèl·lules corticals es van rentar dos cops amb PBS-MC (1mM MgCl, 0.1mM CaCl) i 

es va recollir en un tampó d’homogenització (118mM NaCl, 4.7mM KCl, 1.2mM MgSO4, 

2.5mM CaCl, 1.53mM KH2PO4, 212.7mM glucosa, 1mM DTT pH 7,4, inhibidors 

complete EDTA free (Roche 05056489001) i una pastilla de PhosSTOP (Roche 

04906837001)). Les cèl·lules recollides van ser homogeneïtzades amb l’ajuda d’un 

Douncer. Es van fer quatre passades suaus en gel i es va filtrar l’homogenat. Primer es 

va filtrar a través de dos filtres de 100µm de nylon (Millipore ref NY1H02500) i dos més 

de 5µm de PVDF (Millipore SVLP02500). Es va centrifugar 1000g 10 minuts a 4ºC. Els 

sinaptoneurosomes quedaven al pellet i per obtenir-los s’havia de resuspendre amb el 

tampó d’homogenització. Finalment s’afegia 2XSSR i es congelaven pel seu anàlisi per 

WB. 

 

7. Western Blot 

Les proteïnes es separaven per mides en un gel d’electroforesis, un cop havien estat 

separades es transferien a una membrana de PVDF (Fisher 10452792) durant 1 hora. 
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Després de ser transferides les proteïnes havien estat transferides es bloquejava la 

membrana durant una hora en llet diluïda al 5% en PBS-T. Posteriorment, es rentava la 

membrana tres cops amb PBS-T i s’afegia l’anticòs primari diluït en el tampó I. Depenent 

de l’anticòs es va fer servir en una dilució determinada durant 1h. 

 

Anticossos primaris Casa comercial Dilució 

αHA Roche 11583916001 1/1000 

αFLAG Sigma F3165 1/1000 

αA1/A2 (detecta les dues 

isoformes) 

Millipore  05-235 1/200 

αA2 (detecta solament la 

isoforma A2) 

Abyntec LS-C102299 1/200 

estreptavidina Life Technologies S32351 1/1000 

αTubulina T5168 1/1000 

 

Un cop havia passat el temps corresponent amb l’anticòs primari es feien 3 rentats de 

15,10 i 5 minuts corresponentment amb PBS-T. Després del rentat s’afegia l’anticòs 

secundari en una dilució 1:10.000 en el tampó I. 

 

Anticossos secundaris Casa comercial Dilució 

IRDye 680 RD LI-COR Bioscience  (926-68070) 1:10.000 

IRDye 800 CW LI-COR Bioscience (926-32210) 1:10.000 

Proteïna A/G marcada amb 

HRP 

ThermoFisher (32490) 1:10.000 

IRDye 800CW Streptavidina LI-COR Bioscience (PN926-32230) 1:10.000 

 

Finalment es tornen a fer tres rentats amb PBS-T de 15,10 i 5 minuts.  

 

Tampó Contingut 

PBS-T PBS 20Mm, 0.1% Tween (Fisher 

10113103) 

Tampó I Llet 0.25% en PBS-T 
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8. Assajos d’interacció amb actina  

En aquesta tesi s’han realitzat dos tipus d’assajos d’interacció a actina. Assajos d’unió 

a actina (binding) i  assajos de bundling (on s’analitza la capacitat que te la proteïna 

d’arreplegar filaments d’actina formant feixos. 

8.1 Assajos d’unió (Binding)  

Assaig d’unió a actina en HEK293T 

Primerament les cèl·lules es van transfectar amb els mutants que es volien analitzar. Al 

dia següent es van recollir en el següent tampó de recollida (20mM Tris-HCl pH 7, 50mM 

KCl, 2mM MgCl2, 1mM ATP, 1% tritó, 0.2mM DTT, 2mM EGTA i complete EDTA free 

(Roche 05056489001) i una pastilla de PhosSTOP (Roche 04906837001)). Les mostres 

es van sonicar 3 cops amb un amplitud del 10% i es van centrifugar a 4ºC 10 minuts 

16.000g. Es va afegir al sobrenedant actina unida a biotina (labnet CY-AB07-A-5) que 

prèviament havíem preparat seguint les instruccions de la casa comercial. Es va barrejar 

bé i es va deixar rodant tota la nit. Al dia següent es van afegir les beads d’estreptavidina 

(Fisher 11875835) prèviament equilibrades i rentades en el mateix tampó de recollida. 

Les mostres es van deixar en rotació 2 hores a 4ºC. Finalment es van realitzar 5 rentats 

amb PBS i en l’últim es va afegir a les beads directament 2xSSR i es va fer l’anàlisi per 

WB. 

8.2 Assajos de bundling 

Per aquest experiment les proteïnes es van purificar unides a histidines ja que vam 

comprovar que si les proteïnes estaven fusionades amb GST l’experiment no 

funcionava.  

Es va utilitzar 250µg d’actina (Labnet CY-AKL95) i es va resuspendre en 1µg/µL en el 

tampó general d’actina (5mM Tris pH 8, 0.2mM CaCl2). Es va incubar durant 30min a 

4ºC. Passat aquest temps, es va afegir 25µL de tampó de polimerització (500mM KCl, 

20mM MgCl2, 10mM ATP, 100mM Tris pH 7) i es va incubar a temperatura ambient 

durant 1 hora. En aquestes condicions s’obté actina filamentosa i està a 23µM.  

Un cop es tenia preparada l’actina i les proteïnes que s’havien d’analitzar es feia una 

centrifugació prèvia per a que pogués precipitar tot el que no fos soluble (16.000g 10 

min). 

Es preparaven els tubs amb actina 1µM i es va afegir 0.25µM de proteïna. Es va incubar 

30 minuts a temperatura ambient i les mostres es van centrifugar a 4.000g 5 min. 

Finalment, es van separar els sobrenedant dels pellets. El pellet es va resuspendre en 

30µL d’aigua i es va afegir 2xSSR i als 30µL de sobrenedant es va afegir també els 30µL 

de 2XSSR. De manera que ambdues mostres poguessin ser comparables. Finalment les 

mostres es separaven per electroforesi i es va quantificar la quantitat que havia en el 

pellet i en el sobrenedant.  
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9. Phos-tag 

El Phos-tag és una molècula que s’uneix específicament als ions fosforilats i s’utilitza 

per determinar la fosforilació de proteïnes. 

Per fer aquest experiment es van utilitzar cèl·lules corticals de 20DIVS. Dos dies abans 

de l’experiment es van deprivar els medis per tal de reduir els estímuls que es donen 

entre les neurones; 48 hores abans de l’experiment es va canviar la meitat del seu medi 

per Neurobasal i el suplement B27 (però sense glutamax), a les 24hores es va canviar 

el 90% del medi per Neurobasal sense suplementar el B27. 

 

Estímul Concentració Temps 

(minuts) 

Funció 

BDNF 200ng/ml 20 Activa els receptors TrK 

KCl 25mM 5 Despolaritza la membrana 

TTX 2µM 12hores Inhibeix la propagació dels potencials 

d’acció, a través del bloqueig dels 

canals de sodi depenent de voltatge 

NMDA 30µM 5 Activa els receptors de glutamat 

NMDA 

DHPG 50µM 5 Agonista dels receptors metabotrópics 

del grup I 

Les mostres es van recollir amb 1XSR  i es van analitzar per western blot. A diferencia 

d’un western normal, per els experiments de phos-tag va ser necessari realitzar un gel 

especial amb la següent composició: 

 

Running Stacking 

H2O 1.64mL H2O 1.725mL 

Tris 1M pH 8, 1.87mL Tris 1M pH 6.8, 3.12µL 

SDS 10% 50µL SDS 10% 25µL 

Acrilamida 1.17mL Acrilamida 425µL 

Phos-tag 20µL (Rafter 300-93523) PA 10% 25µL 

MnCl2 10mM 50 µL TEMED 2.5µL 

PA 10% 70µL  

TEMED 14µL  
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Després de l’electroforesi era necessari passar la membrana per un tampó de 

transferència amb 10mM EDTA per eliminar el MnCl2 després es va fer un rentat sense 

EDTA i es va transferir. A partir d’aquí es va bloquejar amb llet i es va continuar amb el 

protocol normal de western blot. 

 

10. Assajos d’anàlisi de proteïna de nova síntesis  

10.1 Puromicina 

La puromicina és un antibiòtic d’ampli espectre, la seva importància en l’estudi de la 

síntesis de proteïna radica en que és un anàleg d’estructura química de l’extrem 3’ del 

aminoacil-tRNA i per això es capaç de interaccionar amb el ribosoma. 

Després de transfectar les cèl·lules era necessari esperar 24 hores per poder realitzar 

els experiments de puromicina. Per l’assaig es va afegir 1µM de puromicina (Sigma 

P8833) i 1µM d’ emetina (sigma P8833) que s’incubaven a 37ºC durant 5 minuts i es 

feien dos rentats de PBS.  

Les cèl·lules es van fixar en PFA (paraformaldehid) 4% i sucrosa 4% durant 20 minuts a 

temperatura ambient. A continuació es feien 3 rentats amb PBS, en l’últim s’afegia tritó 

0.1% per permeabilitzar la membrana. Es van realitzar dos rentats més amb PBS i es va 

bloquejar amb normal goat serum 5% (Fisher PCN5000) en PBS durant 30 min. A 

continuació s’afegia l’anticòs primari αPuromicina (Millipore MABE343) diluït 1/1000 i 

s’incubava durant 2h. 

Es feien 3 rentats més amb PBS i s’afegia l’anticòs secundari 1:2000. Finalment, 3 

rentats més amb PBS i es preparaven els cubreobjectes amb una solució de muntatge 

de 50% glicerol en 0.1x PBS. 

10.2 AHA 

L’AHA (L-azidohomoalaine) (invitrogen C10102) és un anàleg de la metionina que conté 

un grup azida. Aquesta molècula s’afegeix als cultius i es incorporada a les proteïnes 

que s’estan sintetitzant de nou. Un cop passades les 24 hores de la transfecció de les 

cèl·lules, se’ls hi canviava el medi per un medi DMEM sense metionina 

(LifeTechnologies 21013024) durant 30 minuts. A continuació s’afegia la molècula AHA  

(4mM durant 4 hores). Passades les 4 hores es feien 3 rentats amb PBS i es fixaven amb 

PFA. 

Les cèl·lules es bloquejaven amb una solució de bloqueig (10% normal horse sèrum, 5% 

sucrosa, 2% bovine serum albumin (BSA), en PBS 7.4) durant 1.5h. Es van fer tres rentats 

de 10 minuts amb PBS a un pH 7.8.   

A continuació es realitzava una reacció que rep el nom de click-iT. Aquesta reacció es 

dóna entre un grup azida i un grup alquí. El grup Azida el conté la molècula d’AHA i el 
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alquí estarà unit a un fluoròfor . Quan es produeix aquesta reacció aquests dos grups 

queden units i això ens permetrà detectar la metionina que s’ha incorporat a la mostra. 

 

Figura 54. Resum del mecanisme d’incorporació d’AHA a les proteïnes [115] . 

a. AHA és una anàleg de la metionina que conté un grup azida. b. En la reacció click-iT el grup 

azida de la molècula AHA i el grup alquí del fluorofor quedaran units permetent marcar les 

proteïnes de nova síntesi.  

 

Per fer aquesta reacció es necessari que les mostres estiguessin protegides de la llum. 

Per preparar-ho s’utilitzaven falcons de 15 ml on s’afegia 5ml de medi PBS pH 7,8, 5µL 

de 200mM Tris((1-Benzyl-1H-1,2,3-Triazol-4-YL)Met (TBTA) (sigma 678937), 5µL de 

500mM Tris(2-Carboxyethil) Phosphine hydrocloride (TCEP) (C4706), 0.5µl de 2mM 

fluoròfor alquí i 5µl de 200mM CuSO4. Era molt important seguir aquest ordre i 

vortexar després d’haver afegit cada una de les solucions. 

Els cubreobjectes es van incubar cap per avall tocant aquest solució. Per fer-ho era 

necessari afegir uns puntets de parafina de manera que els cubreobjectes quedessin a 

una distància del plàstic sense arribar a tocar-lo. La reacció es deixava durant tota la 

nit. Al dia següent es feien 3 rentats amb PBS pH 7.4. Finalment les mostres eren 

analitzades per microscopia.   

10.3 Experiments d’incorporació de metionina en llevat  

A les soques de llevat amb el knock out del gen TEF1 i el gen TEF2 sota un promotor de 

metionina es van sobreexpressar els mutants TEF1 wt, TEF1 S356A i TEF1 S356E. 

Aquestes soques van créixer durant tota la nit en un medi sense metionina. 

Al dia següent s’inoculen a un medi de 100ml amb metionina a una OD inicial de 0.2. 

Això correspon a temps 0. S’agafaven 5 OD es centrifugaven i es resuspenia el pellet en 
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1ml de medi sense metionina. S’afegia metionina marcada amb S33 5 minuts a 30ºC. A 

continuació, es van centrifugar les mostres i es van fer dos rentats amb aigua freda. El 

pellet es va resuspendre amb lisis buffer (100µL d’aigua destil·lada i 100µL 0.2M NaOH) 

durant 5 minuts i es van tornar a centrifugar però aquest cop es van resuspendre en 

50µL 2XSSR. Finalment, es van bullir les mostres a 95ºC 5 minuts i es van córrer en un 

gel de poliacrilamida. Es va repetir el mateix procés a les 3 i a les 6 hores. 

 

11. Microscopia 

Les cèl·lules transfectades i les immunofluorescències van ser analitzades amb un 

microscopi confocal Zeiss LSM780. Es va ajustar la potència del làser i del tub 

fotomultiplicador per a les necessitats de cada experiment. S’han utilitzat els objectius 

de 40X i 63X depenent de l’experiment.   

-Anàlisi del perímetre/àrea de les cèl·lules HEK293T: Les imatges de les cèl·lules 

transfectades es van analitzar amb el programa Image J fent un Threshold que  permet 

seleccionar solament la cèl·lula transfectada. Es va analitzar el perímetre i l’àrea de la 

cèl·lula  amb l’opció Analyze particles-Show Outlines.  

-Experiments de determinació de fil·lopodis o espines dendrítiques, 

immufluorescències (puromicina) i AHA:  

Per els comptatges de les espines es va utilitzar el plugging del ImageJ: SpineJ. Aquest 

programa és capaç de detectar les protrusions que sobresurten de la dendrita. Alguns 

dels comptatges també es van realitzar a mà. 

-Dinàmica de fil·lopodis: Per els experiments d’anàlisi de fil·lopodis es van realitzar 

vídeos amb Zeiss LSM780 que es van gravar cada minut i al llarg de 10 minuts. Per 

analitzar els vídeos utilitzàvem el programa ImageJ. Primer estabilitzàvem la imatge 

amb Image stabilizer per eliminar els moviments deguts a l’objectiu del microscopi i no 

als propis de la mostra, ja que aquest podien afectar als nostres resultats. Finalment 

utilitzàvem el pluggin Image Correlation J, que compara els píxels de cada una de les 

imatges del vídeo amb la següent imatge. Aquest anàlisi proporciona un gràfic de 

correlació amb un R2. Es considerava l’índex de dinamisme com 1/ R2. 

-Colocalització i anàlisi per píxel: Pels experiments de colocalització es va utilitzar el 

microscopi Zeiss LSM780 amb l’opció photon-counting, l’objectiu de 63x, velocitat de 6 

i amb un zoom de 10. El pixel dwel time era de 13,05μs. La mida de la imatge era 248 × 

100 píxels i es recollien en un temps d’aproximadament 1 min. 

Per analitzar com variava la intensitat del píxel al llarg del temps es van seleccionar els 

píxels amb el programa Image J fent anar l’eina Measure Stack  que ens donava la 

informació dels valors d’intensitat d’aquest píxel al llarg del temps. 
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