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RESUM

Les Brain Specific Kinase 1 i 2 (BRSK1 i 2), també conegudes com a SAD quinases, son
proteines Ser/Thr quinases de la familia de les AMPK-related kinases. Les BRSKs son activades
per fosforilacid directa de la quinasa master LKB1 en un residu conservat del loop d’activacié o
T-loop (Thr189 per BRSK1 i Thr174 per BRSK2). Les BRSKs presenten un domini quinasa a
I’extrem N-terminal seguit d’'un domini d’'unié a ubiquitines (UBA) i una cua a l'extrem C-
terminal sense dominis funcionals identificables. Aquestes quinases s’expressen
majoritariament al sistema nervids, on regulen la polaritzacié neuronal, la sinaptogenesis i
I'alliberament de neurotransmissors. Malgrat aixo, els mecanismes implicats en la regulacié
d’aquestes quinases no han estat descrits.

En aquest treball, mitjangant fraccionament subcel-lular i tincié immunocitoquimica,
demostrem en diferents tipus cel-lulars que una fraccié de BRSK1 localitza en membranes i que
és resistent a I'extraccid pel detergent Triton X-100. A més, utilitzant sinaptosomes de cervell
de rata, demostrem la preséncia de BRSK1, perd no de BRSK2, en microdominis de membrana
lipid raft. Amb I'objectiu de determinar el mecanisme d’associacié a la membrana, s’ha
observat en extractes de cervell de rata que BRSK1, a diferencia de BRSK2, esta palmitoilada.
La palmitoilacié és una modificaciéd post-traduccional en la que un residu de cisteina es
modifica covalentment per palmitat. Malgrat que s’han generat diferents els mutants
individuals i combinacions de tots els residus de cisteina, no s’ha identificat el/s residu/s
modificats per palmitoilacid.

Estudis previs d’activitat quinasa realitzats al laboratori mostren que la incubacié de
BRSK1 amb vesicules generades amb els lipids dels lipid rafts resulta en un augment de
I'activitat quinasa, el que suggereix que BRSK1 podria interaccionar amb algun dels lipids
presents a lipid rafts. Mitjancant assajos de lipid-protein overlay assay i d’unid a liposomes,
hem observat que BRSK1 uneix especificament la sulfogalactosilceramida sulfatid. A més,
liposomes que contenen sulfatid activen a la BRSK1 in vitro, el que representa un nou
mecanisme d’activacié de BRSK1, possiblement al-lostéric. La generacié de mutants de delecié
de BRSK1 que codifiquen per diferents dominis i regions, ha permes la identificacié de la regio
de la cua C-terminal anomenada short conserved region 2 (SCR2, responsable de la localitzacio
puntuada de BRSK1 en neurones), com la principal regié d’unié al sulfatid.

D’altra banda, hem observat que BRSK1 esta ubiquitinada in vivo en assajos en céel-lules
tractades amb l'inhibidor del proteosoma MG-132. Després de considerar diferents E3
ubiquitina lligases implicades en la polaritzacié neuronal (Trim2 i Smurfl/2), hem determinat
en cel-lules en cultiu que Smurfl interacciona amb BRSK1 i la ubiquitina. Aquesta observacid
ha estat corroborada mitjangant estudis d’ubiquitinacié in vitro amb les proteines purificades,
on també s’ha comprovat que la poliubiquitinaci6 de BRSK1 per Smurfl no genera
ramificacions d’ubiquitina a través de les Lys 48 i 63. D’altra banda, la ubiquitinacié de BRSK1
per Smurfl és de tipus degradatiu, ja que la sobreexpressié de la lligasa salvatge, pero no la
inactiva, resulta en una disminucié dels nivells de la BRSK1 cel-lular.

Smurfl indueix la degradacié especifica de proteines implicades el establiment de la
polaritat neuronal. En neurones no diferenciades Smurfl ubiquitina i promou la degradacié de
proteines pro-polaritzants, com Par6. En resposta a augments de AMPc, la proteina kinasa A
(PKA) fosforila Smurfl a la Thr306, promovent la degradacié de proteines que inhibeixen el
creixement axonal a la neurita que esdevindra axd. En aquest treball demostrem que la forma
no fosforilada d’Smurfl ubiquitina BRSK1 i en promou la seva degradacié, mentre que la
fosforilacié d’Smurfl per PKA impedeix aquesta degradacid. Ja que hem descrit un augment en
els nivells de BRSK1 als primers estadis de la diferenciacié neuronal, els nostres resultats
suggereixen un mecanisme de regulacié de la expressié BRSK1 controlat per Smurfl durant
I’establiment de I’eix axé-dendrita, com el descrit per Par6.
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SUMMARY

Brain Specific Kinases 1 and 2 (BRSK1 and 2, also known as SAD kinases) are members
of the family of AMPK-related Ser/Thr protein kinases. BRSKs are activated by the master
kinase LKB1, thorough the phosphorylation of a threonine residue (T189 for BRSK1, T174 for
BRSK2) within the activation loop of the kinase domain. BRSKs have a kinase domain located at
the N-terminal, followed by an ubiquitin-binding domain (UBA) and a C-terminal tail with no
identifiable functional domains. The BRSKs are mainly expressed at the nervous system, where
regulate neuronal polarization, synaptogenesis and neurotransmitter release. However, the
mechanisms remain to be described.

Here, using subcellular fractionation and immunocytochemical staining of different
cultured cells, we show a pool of cellular BRSK1 that localizes at the membrane, which is
resistant to Triton X-100 solubilization. We also show that BRSK1, but not BRSK2, a) associates
to lipid rafts microdomains; and b) is palmitoylated. Palmitoylation is the post-translational
modification in which the palmitic acid is covalently attached to a cysteine residue. In spite of
generating different BRSK1 mutants in which single or several cysteines were mutated, we
have not been able to identify primary Cys residue/s palmitoylated.

Previous studies carried out in our laboratory showed that liposomes generated with
lipids extracted from raft fractions enhance BRSK1 kinase activity, suggesting that BRSK1 could
interact with any of the lipids present in lipid rafts. Using lipid-protein overlay and liposome-
binding assays, we show that BRSK specifically interacts with the galactosylceramide sulfatide.
Furthermore, sulfatide-containing liposomes specifically enhance BRSK1 activity in vitro,
underpinning that interaction with sulfatide represents a new, allosteric mechanism of BRSK1
activity modulation, additional to T-loop phosphorylation. Generation of BRSK1 deletion
mutants of different regions and domains allowed the identification of the short conserved
region 2 (SCR2, located at the C-tem tail and responsible for the punctuate pattern of neuronal
BRSK1) as the main region involved in the binding of sulfatide to BRSK1.

We found that BRSK1 is ubiquitylated in cells treated with the proteasome inhibitor
MG-132. After studying the E3 ubiquitin ligases which regulate neuronal polarization (Trim2
and Smurf1/2), we show in cultured cells that Smurfl interacts with and ubiquitylates BRSK1.
This observation was confirmed by in vitro ubiquitylation assays, using purified proteins, and
allowed to determine that Smurfl-mediated ubiquitylation of BRSK1 does not results in Lys-48
or Lys-63 polyubiquitin branches. On the other hand, Smurfl-mediated BRSK1 ubiquitylation
leads to BRSK1 degradation, since over-expression of wild type Smurf, but not of the inactive
protein, results in a drastic reduction of cellular BRSK1 expression levels.

Smurfl induces specific degradation of proteins which control neuronal polarization. In
undifferentiated neurons, Smurfl ubiquitylates and promotes degradation of pro-polarization
proteins, such Par6. In response to an increase on cAMP, protein kinase A (PKA)
phosphorylates Smurfl at Thr306, inducing the degradation of the proteins that inhibit axonal
growth in the neurite that will become an axon. Here we show that a non-phosphorylatable
form of Smurfl ubiquitylates and promotes BRSK1 degradation, while PKA-mediated Smurfl
phosphorylation prevents BRSK1 degradation. Since we have shown increasing BRSK1
expression levels during the early stages of neuronal differentiation, our results suggest that
Smurfl might control BRSK1 expression during neuronal polarization, as it does for Par6.
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Introduccié

1. Proteines quinases

La fosforilaci6 de proteines és wuna
modificacid post-traduccional reversible basada
en I'addicid del fosfat y de I’ATP al grup hidroxil
lliure de serines, treonines o tirosines de
proteines substrat, modificant aixi la seva
activitat, localitzacié subcel-lular, associacié a
altres proteines o la seva vida mitja.

Des del descobriment de les primeres
proteines fosforilades a la primera meitat del
segle XX (Levene and Alsberg, 1906; Lipmann and
Levene, 1932) s’han descrit experimentalment
més de 25.000 llocs fosforilats en més de 7.000
proteines (Lemeer and Heck, 2009), i molts d’ells
conservats en proteines homologues de diferents
espeécies. Aixd fa que la fosforilacié sigui una de
les modificacions post-traduccionals de proteines
amb més rellevancia en la fisiologia cel-lular.

La majoria d’aquestes fosforilacions sén en
serina (aproximadament un 85%) seguides de les
fosforilacions en treonina (11,8%) i en tirosina
(1,8%) (Olsen et al., 2006). La resta sén molt
minoritaries en residus com histidines, lisines o
arginines (Matthews, 1995)

A partir de la seqiéncia del genoma huma
s’estima que el quinoma huma consisteix de 518
proteines quinases, de les quals 178

[ Jp S Boes |

Fig. 11: El kinoma huma. L'esquema
mostra l'arbre filogenetic agrupant les

quinases per families segons |la
classificacio del laboratori de Gerard
Manning.

Figura obtinguda de: Kinome Render: a
stand-alone and web-accessible tool to
annotate the human protein kinome
tree. Chartier M. et al. (Peer J 2013)

comparteixen homologia seqiiencial en el seu domini catalitic (Manning et al., 2002b)

(Fig. 11).

1.1. Classificacio

La primera classificacio de les quinases data del 1995, quan Hanks i col-laboradors
van descriure 9 grups, 134 families i 196 subfamilies (Hanks and Hunter, 1995).
En I"actualitat, s’ha actualitzat aquesta classificacio a partir de les sequéencies de DNA
dels genomes huma (Manning et al.,, 2002b), de llevats, C.elegans i Drosophila
(Manning et al., 2002a) i el genoma de ratoli (Caenepeel et al., 2004). La classificacié
de les quinases s’ha fet tenint en compte la seqiiéncia, I'estructura i en alguns casos
caracteristiques de dominis diferents del catalitic. Aixi, actualment s’han descrit 10
grups de quinases, 100 families i 150 subfamilies. En termes generals, els grups fan
referéncia a la especificitat de substrat, les families a conjunts de quinases amb
similituds en la seqliéncia o en les funcions biologiques i les subfamilies en els casos en

gue, a més, hi ha conservacié entre diferents filums.
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Aquesta classificacié esta en revisid continua, sobretot pel laboratori de Gerard
Manning del Salk Institute. Els diferents grups descrits fins al moment per quinases
eucariotes (ePK, eukaryotic protein kinases) son:

10.

Quinases AGC: Sén Ser/Thr quinases implicades en senyalitzacié intracel-lular i
son modulades per nucleotids, fosfolipids i calci. Ex: PKA, PKG, PKC.

Quinases CMGC: Relacionades amb el control del cicle cel-lular, senyalitzacié
de la via de les MAPK, splicing i altres funcions. Ex: CDK, MAPK, GSK3 o CLK.
Quinases CAMK: Son Ser/Thr quinases i inclouen dos grans grups: les quinases
depenents de calci (CAMK) i les quinases depenents d’AMP (AMPK). Ex: CAMK o
AMPK.

Quinases CK1: S6n un grup petit amb 4 families molt similars en sequéncies
perd molt diferents respecte els altres grups. Les families son CK1 (Cell Kinase
1), VRK (Vaccinia Related Kinase), TTBK (Tau-Tubulin Kinase) i TTBKL (TTBK-like
kinases)

Quinases STE: Consisteix en 3 families (STE20, STE11 i STE7) que s’activen entre
elles mateixes per acabar activant la familia de les MAPK. Transdueixen senyals
del citosol al nucli.

Quinases TK (tyrosine kinase): Contenen les tirosina quinases. Els altres grups
son principalment serina/treonina quinases. Actuen principalment en la
regulacié de la captacié de senyals extracel-lulars i la seva transduccidé a la
cél-lula, essent més de la meitat d’aquest grup receptors de membrana i
proteines associades a la membrana. Ex: EGFR, FGFR o Src.

Quinases TKL (tyrosine kinase-like): Son quinases semblants a les tirosina
guinases pero fosforilen els seus substrats en serines i treonines. Ex: Raf o IRAK.
Quinases RGC (receptor guanilate cyclase): Engloben el grup dels receptors de
guanilat ciclases. Contenen un domini actiu que genera el missatger secundari
cGMP i un domini cataliticament inactiu amb funcid reguladora.

Altres: Son totes les quinases amb dominis d’ePK, perd que no encaixen en cap
dels grups anteriors. Ex: CAMKK, Wee

Quinases Atipiques: Conté les quinases que no estan relacionades amb les
ePKs ni entre elles.

Quinases PKL: Contenen un plegament especific de quinases (plegament PKL,
protein kinase-like), perd no sén ePKs.

Quinases HisK: Histidine kinase fold kinases.

Quinases NDK: Nucleoside diphosphate kinases.
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1.2. Estructura

Les quinases comparteixen uns trets estructurals caracteristics del seu domini
catalitic, anomenat domini quinasa.

El domini quinasa consta de dos Iobuls estructural i funcionalment diferents:

- Lobul N-terminal: és el més petit i esta format per una fulla 3 de cinc cadenes
acoblada a un domini a-helicoidal format basicament per I'helix-C. Les tres
primeres cadenes [3 contenen dues sequéncies altament conservades. Una
d’elles és la seqiiencia GxGxxG, que es troba en el loop que connecta les
cadenes 31 i B2 (Gly-rich loop). Aquest loop (G-loop a la figura 12A) és la part
més flexible del Iobul N-terminal, i es plega sobre el nucleotid de tal manera
que el seu extrem queda completament tancat quan els grups de la cadena
principal interaccionen amb el fosfat y de I’ATP, ancorant-lo al centre actiu i el
posicionen de manera optima per a la catalisi (Fig. 12A i 12B). Un altra motiu
important és la sequiéncia AxK present a la cadena [33. La lisina d’aquest motiu,
juntament amb un residu d’acid glutamic conservat present a I'hélix C,
contribueixen al posicionament optim dels grups fosfat a i 3 del nucleotid (Fig.
I12B i 12C). La interaccid que s’estableix entre la lisina i el glutamic es troba
conservada en tota la familia de les quinases i es considerada com una
caracteristica de la forma activa d’aquests enzims. La helix C, encara que
pertany al 1obul N-terminal, ocupa una posicid estrategica entre els dos lobuls.
Aguesta helix esta connectada a diferents parts de la molécula i actua com a un
motiu d’integracid estructural. La seva regié C-terminal esta unida al cos rigid
del Iobul C-terminal a través del loop aC-34, mentre que la seva regié N-
terminal interacciona amb el /oop d’activacié (Fig. 12B). El posicionament
d’aquesta regid N-terminal de I'helix C és critica per a que es produeixi
I'activacié de la quinasa i la distancia entre ella i el loop d’activacié és un
indicador que defineix les conformacions oberta i tancada, que sén essencials
per a la catalisi. En les quinases inactives aquesta regio esta desordenada o bé
ocupa una posicié que no és optima per a la catalisi.

- Lobul C-terminal: esta format majoritariament per helix a i una fulla 3 formada
per quatre cadenes curtes. Aquesta fulla B conté gran part de les cadenes
laterals que formen la maquinaria catalitica associada amb la transferencia de
fosfat des de I’ATP al substrat (catalitic loop). En aquesta regié també es troba
la seqiiencia conservada DFG. L’'aspartic d’aquesta seqiieéncia és necessari per a
fixar el ions Mg®" units a I’ATP (Fig. 12C). El fragment d’activaci6 s’estén des de
el motiu DFG fins a la seglient helix a. La seqiiencia i longitud d’aquest
fragment varia forca entre quinases i la seva posicié determina els estats actiu i
inactiu d’aquests enzims. A partir d’aqui trobem una regié formada per tres
helix a que és el lloc de fixaci6 de molts substrats i altres proteines
reguladores.

Hi ha un 10% de quinases que, tot i presentar estructura de quinasa, no conserven
alguns dels residus claus per I'activitat catalitica (pseudoquinases). A la majoria d’elles
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els manca activitat, mentre que d’altres en posseeixen perd molt menys que les
guinases convencionals.
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Figura obtinguda de Schwartz and Murray,
Protein kinase biochemistry and drug
discovery Bioorganic Chemistry 2013.

1.3. Les proteines quinases com a dianes terapéutiques

Les quinases actuen en gairebé tots els processos fisiologics de la cel-lula, com la
proliferacié, divisid, apoptosi o diferenciacid (Manning et al., 2002a). Aixo fa que
I’estudi de la funcid i regulacio del quinases sigui de vital importancia per entendre tots
aquests processos.

La fosforilacié anomala de determinades proteines esta directament associada a
diversos processos patologics i moltes de les malalties hereditaries provenen de
mutacions en gens codificants per quinases. En aquest sentit, les proteines quinases
han esdevingut dianes terapeutiques contra patologies com el cancer o diferents
malalties neurodegeneratives. Tant és aixi, que aproximadament una quarta part de
les dianes farmacologiques sén proteines quinases (Cohen, 2002).

El repte en el desenvolupament de inhibidors de quinases és el d’obtenir-los amb
una alta selectivitat. La majoria d’inhibidors actuals s’uneixen al lloc de fixacié de I'ATP.
Aquesta regid esta altament conservada en les diferents quinases, la qual cosa dificulta
obtenir inhibidors especifics. En els ultims anys s’estan intentant desenvolupar
inhibidors dirigits a regions menys conservades com el lloc d’anclatge dels substrats
peptidics (Gavrin and Saiah, 2013).
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2. Via de senyalitzacio LKB1
2.1. LKB1 i el sindrome de Peutz-Jeghers

La Ser/Thr quinasa LKB1 va ser descrita al 1998 com a una quinasa supressora de
tumors associada al sindrome de Peutz-Jeghers (PJS) (Hemminki et al., 1998). El PJS és
una malaltia autosomica dominant que provoca polips gastrointestinals benignes,
acumulacions de melanina a les mucoses (Jeghers et al., 1949) i predisposa a un alt risc
de patir tumors malignes en multiples teixits (Hearle et al., 2006). Entre el 80-94% dels
pacients de PJS tenen mutacions del gen LKB1 (també conegut com STK11,
serine/threonine kinase 11), localitzat al brag¢ curt del cromosoma 19 (Ylikorkala et al.,
1999; Westerman et al., 1999). Aquestes mutacions generen formes inactives o baixos
nivells d’expressio de LKB1 (Zhong et al., 2006). També s’han observat mutacions en el
gen d’LKB1 en cancer de pulmd (entre un 15-35% dels casos) (Ji et al., 2007) i en
carcinoma cervical (aproximadament un 20%) (Wingo et al., 2009). Tot junt, ha
despertat I'interes per determinar els mecanismes de regulacié de LKB1 i I'estudi dels
processos controlats per aquesta quinasa.

2.2. Estructura i regulacié de LKB1

LKB1 esta expressada arreu, tant a I'adult com a teixits fetals, especialment al
pancrees, fetge, testicles i muscul esquelétic (Rowan et al., 2000). Al genoma huma hi
ha una sola copia del gen LKB1, que codifica per una Unica isoforma proteica de 433
aminoacids (436 en ratoli). LKB1 té homolegs a Xenopus (XEEK1), en C. elegans (PAR-4)
i Drosophila (dLKB1).

LKB1 esta classificada dins del grup de les CAMK, tot i que el seu domini quinasa
(aa 49-309) no presenta molta homologia amb altres quinases de mamifers.

LKB1 cel-lular funciona com un complex trimetric amb STRAD, que juga un paper
regulador, i MO25, amb un paper estabilitzador (Baas et al.,, 2003; Boudeau et al.,
2003). El genoma huma codifica per dues isoformes de STRAD (STRADa i STRADR),
proteines de la familia de quinases STE20 que els manquen diversos residus necessaris
per a l'activitat catalitica, pel que es consideren pseudoquinases (Boudeau et al.,
2006). El genoma huma també codifica per dues isoformes de M0O25 (MO25a i
MO258), que no presenten homologia amb cap altre proteina i que s’encarreguen
d’estabilitzar el complex actiu LKB1-STRAD (Alessi et al., 2006).

La resolucié del complex trimeric ha posat de manifest que STRAD adopta una
conformacié tancada (activa), que I’habilita per unir LKB1 com a pseudosubstrat.
Aquesta conformacio, que esta facilitada per interaccions cooperatives d’'STRAD amb
I’ATP i MO25, esta a I’hora estabilitzada per les interaccions que estableix MO25 amb
el loop d’activacié d’LKB1 (Zeqiraj et al., 2009a; Zegiraj et al., 2009b). El complex LKB1-
STRAD-MO25 representa I'Unic mecanisme al-lostéric d’activacio de proteines quinases
independent de fosforilacié per la conformacid activa d’una pseudoquinasa (STRAD).
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Aixi, a la cél-lula LKB1 esta constitutivament activa i la seva regulacio ve donada per
modificacions post-traduccionals i per localitzacié subcel-lular.

- Modificacions post-traduccionals: LKB1 humana esta fosforilada al menys en 8
residus i farnesilada a I’extrem C-terminal (Fig. 13):

0] Autofosforilacié: Es dona en els residus de treonina 185, 189, 336 i 402.
L'autofosforilacié a la T336 no afecta la seva activitat quinasa o localitzacid
subcel-lular, pero inhibeix la capacitat d’LKB1 de suprimir el creixement cel-lular
(Sapkota et al., 2002a).

o] Fosforilaci6 per quinases upstream. Aquestes fosforilacions es
localitzen als residus S31, S325, S363 i S428. Les quinases responsables de
fosforilar els dos primers residus encara no es coneixen, perd s’ha demostrat
que la S363 (S366 en ratoli) és fosforilada per la quinasa ataxia telengiectasia-
mutated (ATM) en resposta a radiacions ionitzants (Sapkota et al., 2002b). Per
ultim, LKB1 esta fosforilada a la S428 (S431 en ratoli) per PKA, p9ORSK i PKCE,
sense afectacid de l'activitat perd si modulacié de les funcions de la quinasa
(Collins et al., 2000; Sapkota et al., 2001; Song et al., 2008).

o] Prenilacié: LKB1 esta farnesilada a la Cys430 (C433 en ratoli) (Collins et
al., 2000; Sapkota et al., 2001). Aquesta modificacié no afecta I'activitat de la
guinasa ni la funcié de supressio de tumors, pero d’estudis en Drosophila s’ha
proposat que la prenilacié en aquest residu, juntament amb la fosforilacié a la
S428 (S535 en Drosophila) per PKA, actuaria regulant la polaritat cel-lular
(Martin and St Johnston, 2003).

PrEA
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J, Thai&d l Thraae l Thrte lc:.-s,im @ Phosphorylation site
S Theid5 Serdzs Thede3 SerdzB

@ Famaesylation sife

kinase domain 433 | [] Muclear locatization signal

Fig. 13: Representacid esquematica de LKB1 humana. L'esquema mostra els diferents llocs de
fosforilacié per quinases upstream (vermell) com d’autofosforilacié (blau mari), aixi com el lloc
prenilat (verd) i la senyal de localitzacié nuclear (blau cel).

Figura extreta de Korsse S.E. et al. Targeting LKB1 signaling in cancer Biochimica et Biophysica
Acta (2013)



Introduccié

2.3. LKB1, la quinasa master

Tots els efectes produits per la manca o mutacions en LKB1 sén derivats de la
diversitats d’efectors que controla la quinasa. Diversos grups van determinar el primer
substrat conegut del complex LKB1-STRADa-MO25, la quinasa dependent d’AMP
(AMPK) (Hawley et al., 2003; Woods et al., 2003; Shaw et al., 2004b) i que aquesta via
és la principal reguladora dels nivells energétics de la cél-lula. Posteriorment, es va
determinar que LKB1 actuava com a quinasa master, activant 12 proteines de la
subfamilia d’AMPK mitjancant fosforilacié directe de la treonina conservada de
I'activation loop d’aquestes quinases (Lizcano et al., 2004) (Fig. 14). A través d’aquests
efectors, el complex LKB1-STRADa-MO25 controla diversos processos cel-lulars, com el
metabolisme energetic, la polaritat i el creixement cel-lular.
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2.4. Funcions d’LKB1
2.4.1. LKB1i el metabolisme cel-lular

La via controlada per LKB1 i AMPK, regula tant el metabolisme de la glucosa com el
lipidic. En resposta a I'laugment de la ratio AMP/ATP cel-lular, la subunitat y d’AMPK
uneix AMP, la qual cosa desencadena un canvi conformacional que deixa accessible la
treonina 172 de l'activation loop de la subunitat catalitica AMPKa. Aleshores la
fosforilacié d’aquest residu per I'LKB1 resulta en l'activacié de la quinasa. Un cop
AMPK és activada, controla vies metaboliques com la de sintesi de isoprenoides, acids
grassos o glicogen. A través de la fosforilacié d’alguns enzims claus en la regulacio
d’aquestes vies com la HMGCoA reductasa, I'acetil CoA carboxilasa o la glicogen
sintasa (Carling et al., 1989; CARLING and Grahame Hardie, 1989) la via LKB1-AMPK
regenera els nivells energetics cel-lulars disminuint els processos que consumeixen
energia i promovent els que en produeixen.
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2.4.2. LKB1i el creixement cel-lular

LKB1 controla diversos processos implicats en el creixement cel-lular, com la sintesi
proteica (Inoki et al., 2003; Shaw et al., 2004a), I'angiogénesis (Hudson et al., 2002) i
I'autofagia (Hosokawa et al., 2009; Jung et al., 2009), a través de la modulacié de la via
TSC1/2-mTORC1. LKB1 també participa en el cicle cellular i vies d’apoptosis i
supervivéncia (Shaw et al., 2004b), regulant diversos efectors com la fosfatasa PTEN
(Jimenez et al.,, 2003), inhibidors del cicle com p21 (Tiainen et al., 2002; Zeng and
Berger, 2006) o p27 (Xie et al., 2007; Liang et al., 2007) per mecanismes tant
dependents com independents de p53.

2.4.3. LKB1i la polaritat cel-lular

LKB1 juga un paper fonamental en el control de la polaritat cel-lular. Par-4,
I'ortoleg a C. elegans d’LKB1, és una proteina essencial a I’hora d’establir una correcta
polaritat cel-lular durant els primers cicles de I'embriogénesi (Kemphues et al., 1988;
Watts et al., 2000). Aixi mateix, |'ortoleg a Drosophila (dLkb1) també s’ha relacionat
amb els primers estadis de la formacié de I’eix anterior-posterior de les mosques
(Martin and St Johnston, 2003).

En cel-lules epitelials de mamifer, el complex LKB1-STRAD és necessari per a la
correcta polaritzacid, induint la remodelacié del citoesquelet d’actina i la separacio
dels components apicals i basolaterals de la membrana cel-lular (Baas et al., 2004).

Al sistema nerviés, LKB1 és essencial en el control de la polaritat neuronal
mitjancant la fosforilaci6 de diversos substrats. Els ratolins knock-out (KO) d’LKB1
moren entre els dies 8 i 11 del desenvolupament embrionari (E8 i E11), abans de la
formacié del cortex (Ylikorkala et al., 2001; Miyoshi et al., 2002; Jishage et al., 2002).
El ratoli KO condicional de cortex d’LKB1 presenta una paret cortical més fina i uns
ventricles significativament més grans que els dels controls, aixi com defectes en la
organitzacid i orientacidé dels tipus neuronals dins les capes del cortex (Barnes et al.,
2007). D’aquest treball també es despren que LKB1 fosforila i activa a les BRSKs in vivo,
requeriment necessari per la iniciacié de I’axé durant la polaritat neuronal al cortex. Es
més, el ratoli KO condicional de cortex d’LKB1 (Barnes et al., 2007) i el ratoli doble KO
de les BRSKs (Kishi et al., 2005) presenten un fenotip neuronal similar, amb neurones
incapaces d’especificar axons i dendrites.

Durant el procés de polaritzacié neuronal en ratolins, s’ha observat que la
fosforilacid d’LKB1 a la S431 per PKA és essencial per la formacié de I'axé tant in vitro
com in vivo. Aixi, en resposta a neurotrofines com el BDNF o elevacions locals de cAMP
es detecta una acumulacié de LKB1 fosforilada a la S431 exclusivament a I'ax6 en
neurones hipocampals en cultiu polaritzades i s"acumula en una sola neurita en
neurones no diferenciades (Barnes et al., 2007; Shelly et al., 2007).
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3. Brain Specific Kinases (BRSKs)

Les Brain Specific Kinases (BRSKs) 1 i 2, també conegudes com a SAD-B (SAD-1) i
SAD-A (SAD-2), respectivament, son proteines Ser/Thr quinases homologues de la
familia de les AMPK-related kinases, amb un patrd d’expressid majoritari al sistema
nervids. Aquestes dues quinases es troben conservades evolutivament, trobant-ne
ortolegs a S. cerevisiae (Hsl1), S. pombe (Cdr2), Halocynthia roretzi (Hr-POPK-1), C.
elegans (SAD-1, Synapses of Amphids Defective) i Drosophila (CG6114).

3.1. Estructura
BRSK1 i BRSK2 humanes consten de 778 i 674 aminoacids, respectivament.

L’estructura de les BRSKs consta d’un domini quinasa i una regié C-terminal (Fig. 15
i Fig. 16):

- Domini quinasa: Esta altament conservat entre BRSK1 i 2 (94% d’homologia) i
localitza a I'extrem N-terminal. També comparteix un alt grau de similitud entre
les quinases de la familia d’AMPK.

=]
T189

Domini

BRSK1 Domini N-terminal UBA Regi6 C-terminal 778
I
SCR1 SCR2
(aa295-400) (aa548-720)
P
T174
BRSK2 Domini N-terminal Domini Regi6 C-terminal 674

UBA

95%
76%

Fig. I5: Estructura de BRSK1 i BRSK2. Les quinases BRSK1 i BRSK2 consten d’un domini
quinasa a I’'N-terminal (vermell), amb la treonina fosforilada per LKB1 (T189 per BRSK1
i T174 per BRSK2), un domini d’unid a ubiquitines (taronja) i una regié C-terminal (blau-
verd). A més, s’han descrit dues regions altament conservades en BRSK1 entre
diferents especies (short conserved regions, SCR, en blau). Els dominis quinasa
d’ambdues quinases comparteixen un 95% d’homologia, mentre que les dues
proteines senceres un 76%.

- Regidé C-terminal: Divergeix molt en les dues formes de BRSKs i amb els dominis C-
terminal de la resta d’AMPK-related kinases. En el cas de BRSK1 és necessari per a
la unié de proteines com Neurabina (Hung et al., 2007), i semblaria necessari per a
la interaccié de BRSK2 amb dominis PDZ d’altres proteines (Belotti et al., 2013).
Aguesta regié conté un domini putatiu d’unié a ubiquitina (UBA, ubiquitin-
associated domain). L'estructura central d’aquests dominis sén 3 helix a
agrupades que formen una amplia superficie hidrofobica (Mueller and Feigon,
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2002). La funcid principal dels dominis UBA és la d’unir proteines poliubiquitinades
(Wilkinson et al., 2001), tot i que s’ha demostrat que aquest no és el cas de les
BRSKs (Jaleel et al., 2006). Entre d’altres funcions, els dominis UBA impedeixen
I’elongacié de cadenes d’ubiquitina i participen en el procés de dirigir proteines
poliubiquitinades per a la seva degradacio al proteasoma.
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En el cas de les BRSKs i altres AMPK-related kinases, I’eliminacié del domini UBA
impedeix la fosforilacid i activacio per LKB1. No obstant, el fet de que el domini
UBA no actui com a centre d’anclatge per LKB1 podria indicar que la interaccié
entre aquest domini i el domini quinasa és necessari per mantenir I'estructura de
I’enzim (Jaleel et al., 2006; Bright et al., 2008).

Per altra banda, els dominis UBA poden homo i heterodimeritzar i participar en
interaccions proteina-proteina. S’ha observat que BRSK1 forma clusters funcionals
a les sinapsis i que la interaccid entre els dominis quinasa i UBA de diferents
molécules de BRSK1 n’és la responsable (Hung et al., 2007; Kim et al., 2010a; Kim
et al., 2010b).

En BRSK1 s’han descrit dues regions evolutivament conservades entre diferents
homolegs (SCR, short conserved region): SCR1 (aa295-400) i SCR2 (aa548-720)
(Crump et al., 2001). La regidé SCR1 conté el domini UBA, mentre que la regié SCR2
s’ha proposat com la responsable del patré puntuat observat en BRSK1 a la
sinapsis (Inoue et al., 2006). Aquestes regions també estan conservades en BRSK2
pero no en altres membres de les AMPK-related kinases.

10
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Per ultim, les BRSKs tindrien dues regions anomenades caixes D (D-box), que en
altres proteines s’han relacionat amb la degradacié proteasomal (Wang et al.,
2011).

En estudis en I'ortoleg de BRSK1 a C. elegans SAD-1, s’han detectat dues variants
obtingudes per splicing alternatiu (Hung et al., 2007), una d’elles correspon a la
quinasa sencera (SAD-1 L) i I'altre és una forma truncada a la cua C-terminal (SAD-1 S).
Aquestes dues variants actuarien en diferents processos de la fisiologia de la neurona
(Veure BRSKs en la funcié neuronal).

Més recentment també s’han identificat dues isoformes de la quinasa de mamifer
SAD-B (SAD-B,ong | SAD-BsyorT), implicades en la duplicacié del centrosoma durant el
cicle cel-lular (Alvarado-Kristensson et al., 2009).

3.2. Distribucio

Les BRSKs s’expressen principalment al cervell i també es detecten baixos nivells a
pancrees i testicles (Lu et al., 2004; Kishi et al., 2005; Inoue et al., 2006; Chen et al.,
2012). Mitjangant hibridacid in situ s’ha observat que la distribucid d’aquestes
guinases és similar a les diferents regions del cervell (Kishi et al., 2005).

Dins la cel-lula, les BRSKs es troben a diferents compartiments, com al citosol i
membranes (Rodriguez-Asiain et al.,, 2011), a més de diversos organuls com els
centrosomes (Alvarado-Kristensson et al., 2009) o el reticle endoplasmatic (Wang et
al., 2012).

3.3. Regulacio
3.3.1. Traduccional

Les BRSKs sdn modulades traduccionalment per la via PI3K-PKB-mTOR en models
neuronals, per mitja dels complexes Tsc1/Tsc2. Els tuberous sclerosis complex 1 i 2
(Tsc1/Tsc2) es troben downstream de PKB i inhibeixen la senyalitzacié de la via,
inhibint la GTPasa Rheb, que al seu torn activa mTOR (mammalian Target of
Rapamycin), donant com a resultat la inhibicié de la traduccié de proteines. Choi i
col-laboradors demostren que sobreexpressant els complexos Tsc1/Tsc2 s’inhibeix el
creixement axonal, mentre que down-regulant-los, es generen neurones
multiaxoniques in vitro i in vivo (Choi et al., 2008). Aquest efecte esta mitjancat, en
part, per una augment espacio-temporal dels nivells i I'activitat de les BRSKs a I'axé
(veure apartat BRSKs en la funcié neuronal). Es més, pacients del sindrome TSC,
caracteritzats per la formacié d’hamartomes (tumors benignes) i mutacions inactivants
dels complexes TSC1 i TSC2, que al seu torn poden generar epilepsia, retras mental o
autisme (Crino et al., 2006), presenten una sobreactivacié de la via mTORC1, elevats
nivells de fosforilacio del seu substrat S6 quinasa i un increment significatiu els nivells
de BRSKs en les cel-lules derivades dels hamartomes.

Upstream dins de la mateixa via trobem a PDK1, la quinasa que fosforila i activa a
PKB al T-loop, en la Thr308 (Alessi et al., 1997; Stokoe et al.,, 1997). PDK1 i PKB
contenen un domini PH d’unid a fosfatidil-inositol-3-P (PIP3) (Currie et al., 1999;
Komander et al., 2004), que els permet trobar-se en I'espai per activar la via PI3K-PKB

11
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en resposta a factors de creixement, hormones i altres agonistes. L'analisi del ratoli
knock-in de PDK1"#65E/K465E presenta una activacié de PKB deficient (Bayascas et al.,
2008), degut a que és incapag¢ d’unir fosfoinositids, malgrat mantenir la seva activitat
catalitica (Komander et al., 2004). En conseqiiéncia, mTORC1 també presenta una
activitat reduida, el que comporta una reduccié dels nivells de les BRSKs i defectes en
la diferenciacié neuronal (Zurashvili et al., 2012). Zurashvili i col-laboradors demostren
com la sobreexpressié de les BRSKs en neurones hipocampals en cultiu provinents del
ratoli PDK1K465E/K465E recuperen els defectes en la diferenciacié produits per la mutacié.

Tot junt, indica que la regulacié dels nivells de les BRSKs esta finament regulat per
la via PKB-complexes Tsc1/2-mTORC1 i que juntament amb I'activacié de les BRSKs per
LKB1 promourien el procés de polaritat neuronal/formacié de I'axé (Fig. 17 (Wildonger
et al., 2008)).

La via de senyalitzacid orquestrada per PI3K-Akt no seria I"Gnica reguladora dels
nivells de les BRSKs. L’activacid del receptor TrkC en resposta a la neurotrofina NT-3,
genera una activacio de la via Raf/MEK/ERK, que estabilitza les BRSKs en neurones
sensorials (Lilley et al., 2013).

En resum, la disponibilitat i la modulacié de I'activitat de les BRSKs és regulada per
donar resposta a estimuls en funcid del tipus neuronal i procés en el qué hagin de
participar les quinases.

extéig?’_izlsars ext;igﬁlnsars Fig. 17: Integracio de senyals de la
via LKB1-BRSKs i la via PI3K-PKB-

PDK1 —» AKT/PKB mTOR. En resposta a senyals

1 extracel-lulars s’activa la via PI3K-

TSC1-TSC2 Akt que per mitja dels complexos

1 TSC1/2 i TORC1, promouen un

PKA Rheb augment localitzat dels nivells de
LKBL (S431) TOlRCI BRSKs. En paral-lel, I'activacié de

l /\ la via cAMP/PKA, resulta en una

acumulacié de LKB1 fosforilada a
la S431 i de BRSKs actives, que
participarien en I'especificacio
axonal.

Activitat BRSKs <— 4 Traduccié BRSKs Altres MRNAs?

Formacio de I'ax6

3.3.2. Post-traduccional
3.3.2.1. Fosforilacié/defosforilacio

Les BRSKs son activades i fosforilades als residus conservats Thr189 per BRSK1 i
Thr174 per BRSK2 de l'activation loop (T-loop) per la quinasa master LKB1 (Lizcano et
al., 2004). A banda d’LKB1 també s’han descrit dues quinases que fosforilen el T-loop,
la CaMKK i TAK1.

Al 2005, tres grups diferents van demostrar que la proteina quinasa quinasa
depenent de Ca®'/calmodulina (CaMKK) és capag de fosforilar i activar la proteina
quinasa AMPK a la Thrl72, en resposta a increments de Ca* intracel-lular (Hawley et
al., 2005; Woods et al., 2005; Hurley et al., 2005). El fet que la seqliencia consens al
voltant de la Thrl72 d’AMPK estigui altament conservada en les proteines de la
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mateixa familia, suggereix que la CaMKK podria actuar alternativament a LKB1 en la
fosforilacié d’aquest grup de proteines.

Al 2008, Fujimoto i col-laboradors proposen CaMKKa com a proteina amb funcié de
fosforilacid i activacio de BRSK1 tant in vitro com in vivo, amb uns nivells equiparables
als produits pel complex LKB1-M0O25-STRAD (Fujimoto et al., 2008). Tot i aix0, hi ha
controversia entre diferents autors respecte aquesta fosforilacid. Semblaria que
només la isoforma a de CaMKK tindria un efecte sobre l'activitat de BRSK1 i, en
qualsevol cas, molt menor al produit sobre AMPK (Fogarty et al., 2010). La isoforma
CaMKKPB, que activa potentment AMPK, s’ha demostrat no tenir cap efecte sobre les
BRSKs (Bright et al., 2008). Amb tot, s’hauria de determinar el possible paper de
CaMKKa en la fosforilacié i activacid de BRSK1 in vivo, depenent del tipus cel-lular
estudiat i la funcié a exercir en un context determinat.

Per altra banda, també s’ha identificat la quinasa TAK1, juntament amb el seu
coactivador TAB1, com a activador upstream del T-loop de les BRSKs tant in vitro com
in vivo (Lilley et al., 2013). TAK1 anteriorment ja s’havia descrit com una quinasa amb
capacitat de fosforilar AMPK (Xie et al., 2006; Momcilovic et al., 2006). Aixi, seria
interessant veure si aquesta quinasa també pot fosforilar i activar a altres proteines de
la familia d’AMPK. Tot i aix0, no s’ha determinat quina rellevancia pot tenir la
fosforilacié de BRSK1 pel tandem TAK1/TAB1 dins la fisiologia cel-lular.

L'activacié de les BRSKs esta modulada també per altres quinases upstream
mitjancant la fosforilacio en residus diferents del T-/oop.

Estudis in vitro demostren que la proteina quinasa A (PKA) interacciona amb BRSK2
i la fosforila a la Thr260 (Guo et al., 2006). No obstant, en diferents linies cel-lulars
sotmeses a una estimulacio aguda de la via cAMP/PKA amb forskolina no s’ha detectat
la fosforilacié d’aquest residu (Bright et al., 2008). Malgrat tot, aquestes dades no
descarten el possible paper d’aquesta fosforilacié en un altre context o en altres tipus
cel-lulars. En aquest sentit, s’ha descrit que la T260 de BRSK2 estaria implicada en la
regulacié de I'alliberament d’insulina en resposta a increments de glucosa en cel-lules
B-pancreatiques MING (Nie et al., 2012).

El grau de fosforilacid del domini C-terminal de les BRSKs també modula els
nivells de fosforilacié de la treonina del T-loop i per tant, I'estat d’activacié de la
quinasa (Lilley et al., 2013). Aixi, quan el domini C-terminal esta en forma defosforilada
la conformacié de I'enzim permet un millor accés al T-loop per part de les quinases
upstream facilitant la seva fosforilacid. En canvi, la fosforilacié d’aquesta regio resulta
en una conformacié on aquests residus sdn menys accessibles. Els autors d’aquest
treball identifiquen CDK5 (amb el seu coactivador p35) com una de les quinases que
pot fosforilar diverses S/T de la regid C-terminal. Pel que fa a la defosforilacid
d’aquests residus, els mateixos autors descriuen que és estimulada a través de la via
PLCv—Caz+. La participacié del calci en la defosforilacio de la cua C-terminal de les BRSKs
suggereix que la fosfatasa responsable d’aquesta defosforilacié és la PP2B.
Anteriorment ja s’havia descartat que fosfatases sensibles a I'acid okadaic tinguessin
cap efecte sobre I'activitat de BRSK1 o BRSK2 in vitro (Bright et al., 2008).

Tot junt, indica que I'estat d’activacié de les BRSKs esta sotmes a una complicada
regulacié per fenomens de fosforilacié/defosforilacié dels diferents dominis de les
quinases.
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3.3.2.2. Ubiquitinacié
- Introduccio

La ubiquitinacio i degradacié de proteines de manera localitzada i en moments
determinats ha guanyat interes en els ultims anys. Aquesta modificacié juga un
paper vital en la regulaci6 de diversos processos cel-lulars. Inicialment la
ubiquitinacié es va considerar com un mecanisme exclusiu per a la degradacié de
proteines, on llargues cadenes d’ubiquitina, marcaven i dirigien les proteines per a
la seva degradacié al proteasoma. Més endavant pero, s’han anat descobrint
mecanismes d’ubiquitinacié atipics, afectant processos com internalitzacid de
receptors (Boname et al., 2010), canvis en l'activitat de les proteines substrat
(Deng et al., 2000; Zeng et al.,, 2010; Yang et al., 2010) o associacié a altres
proteines (Sato et al., 2009). La senyalitzacié per ubiquitinacié respon a un complex
mecanisme de regulacié (Caixa 1)

- Ubigquitinacio de les proteines de la familia d’AMPK

Com la gran maijoria, les proteines de la familia d’AMPK també estan subjectes a
ubiquitinacid. Les primeres evidencies es van observar en les quinases NUAK1 i
MARK4, que sén ubiquitinades in vivo en cel-lules HEK293 (Al-hakim et al., 2008). En
aquest mateix treball també demostren la ubiquitinacié de BRSK1 i en menor mesura
BRSK2. A més, descriuen com la ramificacioé de les cadenes d’ubiquitina incorporades
en aquestes quinases son atipiques essent, al menys en part, pels residus de lisina 29 i
33.

Les dades obtingudes indiquen que aquesta ubiquitinacid no afecta a la estabilitat
de les quinases, pero si inhibiria la seva activitat i la capacitat de LKB1 per fosforilar-les,
al menys en el cas de NUAK1 i MARKA4.

Aquests resultats, juntament amb els anteriorment esmentats en els que el domini
UBA de les proteines de la familia de les AMPK afecten la seva conformacio,
fosforilacié i activacio (Jaleel et al., 2006), porten als autors a presentar un model en el
que la ubiquitinacié impediria el canvi conformacional de les quinases, necessari per
permetre la fosforilacié per part d’LKB1. Estudis de cristal-lografia i de ressonancia
magnetica de MARK3 donen forga a aquesta hipotesis, ja que demostren com el
domini UBA interacciona amb el domini quinasa, estabilitzant d’aquesta manera una
conformacié oberta i activa (Murphy et al., 2007). Aixi, en el model proposat, |'accié
dels enzims desubiquitinants (DUB, deubiquitinating enzymes), reorganitzaria
I'estructura de la quinasa, permetent la interaccié del domini UBA amb el domini
quinasa i en conseqliéncia, |'estabilitzacié de la conformacio activa (Fig. 18).

Més recentment, han sortit treballs que descriuen la ubiquitinacié degradativa de
les BRSKs en el control del cicle cel-lular (Zhou et al., 2012; Li et al.,, 2012) (veure
apartat BRSKs i control del cicle cel-lular). En aquests casos, la ubiquitinacié afectaria
els nivells de proteina en comptes de modular I'activitat de la quinasa.
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Fig. 18: Model de regulacié de I’activitat de les AMPK-related kinases NUAK1 i MARK4 per
ubiquitinacié. Al-hakim i col-laboradors proposen un model en el qual la ubiquitinacio
sobre les AMPK-related kinases impediria la interaccié entre el domini quinasa (vermell) i el
domini UBA (blau mari). Al actuar els enzims desubiquitinitzants (DUBs, blau cel), es
produiria un canvi conformacional que deixaria accessible la T189 del T-loop de les BRSKs
per ser fosforilat pel complex LKB1-STRAD-MO25 (verd).

Figura modificada de AL-HAKIM A.K. et al. Control of AMPK-related kinases by USP9X and
atypical Lys29/Lys33-linked polyubiquitin chainsBiochem. J. (2008)
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CAIXA 1: Sistema d’ubiquitinacio

La ubiquitina és una proteina de 76 aa present en tots els organismes eucariotes. La
modificaci6 per ubiquitinaci6 pot ser tant per una sola molecula d’ubiquitina
(monoubiquitinacié) com per cadenes d’ubiquitina (poliubiquitinacié) sobre lisines de les
proteines diana, a través d’un enllag isopeptidic amb la glicina (Gly76) del C-terminal de la
ubiquitina. La molecula té 7 residus de lisina, pels quals es poden incorporar noves molecules
d’ubiquitina, formant ramificacions de diferent complexitat i mida. Les ramificacions per la
cadena 48 s’han associat a processos degradatius, mentre que la ramificacié via la lisina 63
participa en els mecanismes d’ubiquitinacié atipics esmentats en la present introduccio.
Malgrat tot, a mesura que es coneixen més detalls sobre aguesta modificacid, s’han anat
descobrint altres maneres de ramificar i senyalitzar, com multi-monoubiquitinacions,
ramificacions per alguna de les 5 lisines restants o cadenes ramificades per diferents lisines
(Komander and Rape, 2012).

En I'actualitat, el sistema d’ubiquitinacié ha adquirit un grau més de complexitat, amb
inter-relacions amb altres sistemes de senyalitzacié com la fosforilacié o sumorilitzacid.

La ubiquitinacido de proteines és un mecanisme que actua en resposta a diferents
estimuls, en moments i ubicacions concretes, aixi que necessita estar altament regulat. Per
aconseguir-ho, I'accié sequencial de les lligases d’ubiquitina és essencial: la reaccié comenca
guan una E1 lligasa activa la ubiquitina (amb despesa d’ATP), i la transfereix a una molecula
d’E2 lligasa, que al seu torn, i amb I'ajuda d’un enzim E3 lligasa transfereixen la ubiquitina al
substrat. Una vegada ubiquitinades i en funciéd de la naturalesa i ramificacions d’aquesta
ubiquitinacio, les proteines marcades realitzaran diferents funcions dins la cél-lula.

En mamifers, existeixen dos isoformes d’enzims E1 (Ela i E1b), obtingudes per splicing
alternatiu i aproximadament unes 30 E2 lligases, que comparteixen un domini de conjugacio a
ubiquitina (UBC, ubiquitin-conjugating domain) conservat de 150 aminoacids (Pickart, 2001).
Per ultim, s’estima que existeixen més de 600 tipus diferents d’enzims E3 ubiquitina lligases,
responsables del reconeixement i ubiquitinacié d’'un nombre encara més elevat de proteines
substrat (Grzegorz et al.,, 2006). La importancia dels enzims E3 lligasa és que donen
especificitat de substrat.

Una de les caracteristiques del sistema d’ubiquitinacié és la gran varietat de respostes
en funcié de la combinacié de lligases i substrats que participen en cada procés. Aixi, trobem
una mateixa E3 lligasa responsable de la ubiquitinacidé de diferents substrats de igual manera
gue un substrat pot ser ubiquitinat per diferents E3 lligases.

La molecula d’ubiquitina conté una regié hidrofobica exposada (Leu$, llell i Val70)
gue és reconeguda per diversos substrats mitjancant els anomenats ubiquitin-binding domains
(UBDs). Els UBDs tenen la capacitat d’unir i discernir entre els diferents tipus de modificacions
per ubiquitina, resultant en una modulacio especifica de la proteina substrat.
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3.4. Funcio
3.4.1. BRSKs en la funcid neuronal

Les BRSKs estan involucrades en diversos aspectes de la fisiologia de la neurona,
tant en estadis primerencs, orquestrant la polaritzaciéo neuronal, com en la neurona
madura, on controlaria I'alliberament de neurotransmissors, la organitzacio sinaptica i
I'arboritzacié de I'axé.

3.4.1.1. Polaritzacio neuronal

La polaritzacié neuronal és el procés mitjangant el qual les cel-lules progenitores no
diferenciades esdevenen neurones madures. Durant aquest procés, a la neurona es
produeixen una serie de canvis morfologics que deriven en la formacié de diverses
dendrites curtes ramificades i un Unic ax6. L'adquisicié d’aquesta polaritat
axd/dendrita és essencial per la funcié de les neurones, des de la captacié de senyals a
les dendrites fins a la transduccio i resposta a través de I’axd. Per aconseguir polaritzar,
les neurones integren factors intracel-lulars (acumulacid localitzada de components
dins la neurona) i extracel-lulars (factors de I'ambient tissular circumdant). Com hem
introduit anteriorment, la via LKB1/BRSKs és un dels principals “actors” de la polaritat
neuronal in vivo. Malgrat tot, son moltes les vies inter-relacionades que convergeixen
en l'espai i el temps per aconseguir la citoestructura necessaria per al bon
funcionament de la neurona.

0 Polaritzacio in vitro i in vivo

En els ultims anys s’ha avancat molt en I'estudi dels determinants de la polaritzacio
neuronal. In vivo, les neurones corticals adquireixen I'eix axd/dendrita durant la
migracio radial en estadis embrionaris. La sinergia entre factors extrinsecs del medi i
I'asimetria de components cel-lulars és el desencadenant del procés de polaritzacié
(Arimura and Kaibuchi, 2007; Barnes AP FAU - Polleux and Polleux, 2009; Barnes et al.,
2008)). Aquestes neurones es generen en dos indrets: a la zona ventricular, a partir de
cel-lules de la glia radial, i a zona subventricular, a partir de cel-lules progenitores
intermedies (Noctor et al., 2004). Les neurones migren des de la zona ventricular cap a
la placa cortical (Hatanaka and Murakami, 2002; Noctor et al., 2004). Durant aquest
procés, les neurones passen d’un estat multipolar, on no hi ha diferéncia entre les
neurites, a un estat unipolar, on es diferencia la neurita que esdevindra axé.
L'anomenat procés retardat (trailing process), és a dir, la part de la neurona en
orientada cap a la zona ventricular, esdevindra I'axd, mentre que I'extrem oposat
(leading process), orientat cap a la placa cortical esdevindra I’arbre dendritic (Fig I19A).

El procés de polaritzacié observat a neurones corticals (Noctor et al., 2004;
Hatanaka and Murakami, 2002) és extrapolable a neurones granulars del cerebel o
neurones piramidals hipocampals (Komuro et al.,, 2001), en el sentit que aquestes
també adquireixen el fenotip neuronal durant la migracid cap als seus ninxols
respectius. Altres tipus cel-lulars, com neurones bipolars (Morgan et al., 2006) o les
ganglionars de la retina (Zolessi FR FAU - Poggi et al., 2006), obtenen la polaritat
axé/dendrita a partir de progenitors ja polaritzats.
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Fig. 19: Diferents estadis durant el desenvolupament neuronal in vitro i in vivo. A)
Representacio esquematica de la migracié i diferenciacid/polaritzacié de neurones corticals
durant el desenvolupament in vivo. Figura extreta de Barnes et al New insights into the
molecular mechanisms specifying neuronal polarity in vivo Curr. Opin. Neurobiol 2008

B) Esquema dels diferents estadis de la polaritzacié neuronal in vitro en cultius neuronals.
Figura extreta de Arimura i Kaibuchi Neuronal polarity: from extracellular signals to
intracellular mechanisms Nature 2007

Molts dels avencos en la comprensié de la polaritzacid neuronal s’han produit
gracies a l'estudi de models de polaritzacié in vitro en els que s’utilitzen cultius de
neurones hipocampals (Dotti and Banker, 1987; Dotti et al., 1988) i corticals (Hatanaka
and Murakami, 2002) embrionaris. En aquests models, les neurones polaritzen en
abséncia de factors extracel-lulars externs (Banker and Cowan, 1977), passant de
cél-lules amb neurites de mides similars a neurones madures amb un axé clarament
diferenciat de les dendrites de menor mida (Dotti et al., 1988). Durant aquest procés
les neurones travessen 5 estadis (Fig. 19B): inicialment les neurones post-mitotiques
adopten una forma esférica amb petites protuberancies membranoses (estadi 1), que
entre les 6 i 12 hores creixeran lleugerament esdevenint neurites immadures de no
més de 30 um de llargada (estadi 2). A partir de llavors, una neurita comenca a
augmentar el ritme de creixement respecte a les neurites germanes, esdevenint el
futur axé (estadi 3). Els dies posteriors, aquesta neurita creixera i adquirira les
caracteristiques axonals mentre que les neurites restants maduraran fins a formar les
dendrites (estadi 4). Després de 15-25 dies in vitro (DIV), les neurones formen sinapsis
funcionals i comencen a apareixer estructures presents en les neurones madures, com
les espines dendritiques (estadi 5). Malgrat tot, s’ha de tenir en compte que en aquests
models les cel-lules provenen de neurones préviament polaritzades in vivo, aixi que es
pot considerar el model com una repolaritzacid in vitro. En I'actualitat, altres models
més fisiologics com I'electroporacié in utero o ex utero permeten manipular
I'expressid génica de progenitors neurals aixi com avaluar el procés de polaritzacié
neuronal en un context tissular.
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0 Factors extracel-lulars

L’ambient cel-lular en el que es troba la neurona durant la migracié i maduracio és
clau pel procés la polaritzacié neuronal in vivo. S6n molts els factors als que els
progenitors neuronals estan exposats i que modulen la direccionalitat i especificacié
de la neurona. Per mitja de cultius de neurones hipocampals s’ha determinat que
factors extracel-lulars com el BDNF (Yoshimura et al., 2005; Shelly et al., 2007), NGF
(Da Silva et al., 2005), Wnt5A (Zhang et al., 2007), Netrina-1 (Adler et al., 2006),
NgCAM (Esch et al., 1999) o semaforina3A (Polleux et al., 2000) modulen positiva o
negativament la formacié de I'eix axd/dendrita. En alguns casos, com és el cas del
BDNF, I'efecte es déna mitjangant I'activacio de vies de transduccié de senyal que
convergeixen en la reestructuracio del citoesquelet d’actina i el microtubuls aixi com
en la modulacié de I'estat d’activacio i dels nivells de certes proteines. En canvi, altres
factors com la semaforina3a, actuarien com a quimiomoduladors, atraient les
dendrites apicalment cap a la placa cortical i regulant negativament I'atraccié dels
axons, confinant-los a la part ventral (Polleux et al., 1998; Chen et al., 2008). En tots els
casos, s'acaba produint una senyalitzacid asimeétrica que participa en el procés de
I’especificacié axd-dendrita aixi com en la organitzacio, distribucid i orientacié dels
tipus cel-lulars en I’entorn tissular.

0 Factors intracel-lulars

Dins la neurona diverses vies de transduccido de senyal s’integren i actuen
conjuntament per tal d’assolir el fenotip neuronal. Entre elles trobem vies com la
anteriorment exposada LKB1-BRSKs, la via de PI3K amb alguns dels seus efectors i
moduladors, la regulacié dels complexes Par6/Par3/PKCT o I'actuacié de molécules
com E3 ubiquitina lligases i GTPases petites. La regulacid dels nivells de proteines, la
intensitat d’activacid/inhibicio de les vies i I'acumulacié asimeétrica d’algunes
d’aquestes molecules derivaran en la correcta especificacié axo-dendrita.

Via PI3K-Akt

L’activacié de la PI3K en resposta a factors extracel-lulars genera I'acumulacié
localitzada del PIP3 en regions especifiques de la membrana. En cultius de neurones
hipocampals s’ha observat que durant els primers estadis de polaritzacié es produeix
un augment d’activitat PI3K i una acumulaci6 de PIP3 en una de les neurites
immadures, la que posteriorment esdevindra I’axé (Shi et al., 2003). En aquest sentit,
la sobreexpressié de PI3K provoca la formacié de multiples axons (Yoshimura et al.,
2006), mentre que la inhibicié farmacologica de la via impedeix la formacié axonica
(Shi et al., 2003; Menager et al., 2004). Aixi mateix, la sobreexpressié de PTEN, I'enzim
que defosforila PIP3, resulta en un fenotip de manca d’axons, mentre que la seva
inhibicié provoca I'aparicié de nombrosos axons (Jiang et al., 2005). Recentment s’ha
demostrat que el silenciament de l'enzim proline-rich inositol polyphosphate 5-
phosphatase (PIPP), que també degrada PIP3, genera diversos axons hiperallargats
(Astle et al., 2011), reforcant la hipotesis que I'acumulacié de PIP3 és un esdeveniment
clau en el procés.
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L'estimulacié de la via aniria lligada a l'activacid de la quinasa Akt (també
coneguda com PKB), que promouria l'especificacid axonica en una sola neurita
(Yoshimura et al., 2006). Es va proposar la fosforilacid iinactivacié de GSK3 a la S9 per
part de PKB com a responsable d’aquest fenotip, ja que la inhibicié de I'activitat GSK33
és indispensable pel creixement neuritic (Jiang et al., 2005). Malgrat tot, ratolins
knock-in amb una forma de GSK3 no fosforilable per PKB no presenten defectes en la
polaritat tant in vitro com in vivo (Gartner et al., 2006; Hur and Zhou, 2010), suggerint
mecanismes alternatius d’inhibicié de GSK3.

GTPases petites

Durant la polaritzaci6 neuronal és necessaria una correcta dinamica en
I'organitzacid de les membranes i el citoesquelet. Les GTPases tenen un paper
important en regular aquest procés, especialment les GTPases de les families Ras i Rho.
(Hall and Lalli, 2010). Ras actuaria promovent la formacié d’axons a través de
I’activacié de la PI3K (Schwamborn and Pischel, 2004; Oinuma et al., 2007; Fivaz et al.,
2008). Pel que fa a les GTPases de la familia Rho, mentre que Cdc42 i Racl promouen
el creixement axonal, RhoA esta implicada en la inhibicié d’aquest creixement (Bito et
al., 2000; Schwamborn and Puschel, 2004; Nishimura et al., 2005). Sembla clar que
GTPases d’ambdues families actuaren conjuntament en la regulacié de la polaritat
neuronal. Per exemple, RaplB (familia Ras) i cdc42 (familia Rho), participen
downstream de la via PI3K en la reorganitzacio del citoesquelet i el trafic intracel-lular
per permetre |'extensié de I'axd, modulant el complex Par3/Par6/aPKC (Schwamborn
and Piischel, 2004).

Complexes Par3-Par6-aPKC

El complex PAR3-PAR6-aPKC juga un paper fonamental en I'establiment de la
polaritat neuronal. Descrit per primera vegada en C. elegans dins d’un conjunt de gens
implicats en la divisié asimetrica dels primers blastomers, s’ha vist que estan
conservats des de Drosophila a vertebrats (Cowan and Hyman, 2004). Aquest complex
esta localitzat al cos cel-lular de la neurona i és transportat al futur axé durant la
transicio entre els estadis 2 i 3 de polaritzacié. L'activitat de la aPKC resulta critica per a
I’especificacio de I'axd ja que la seva inhibicié en bloqueja la formacié. La localitzacid,
aixi com l'activacio d’aquest complex, esta regulada per la PI3K i la inhibicié d’aquest
enzim resulta en una localitzacié anomala del complex i en una manca de polaritzacio
(Shi et al., 2003).

Les proteines PAR3 i PAR6 actuen com a scaffolds i s’han identificat una serie
de proteines amb les que interacciona. Entre aquestes destaquen la forma activa de
cdc42 (Joberty et al., 2000; Lin et al., 2000), el GTPase activating protein (GAP) de Rho
p190RhoGAP (Zhang and Macara, 2008), Tiam/STEF un guanine exchange factor (GEF)
per Racl (Chen and Macara, 2005) o les ubiquitina Iligases Smurfl (Ozdamar et al.,
2005) i Smurf2 (Schwamborn et al., 2007). La unié de cdc42 al complex PAR3/6-aPKC
indueix la seva interaccié amb TIAM/STEF. Aix0 condueix finalment a I'activacié de
Racl i la formacio de lamel-lipodis (Lin et al., 2000; Johansson et al., 2000; Nishimura
et al., 2005).
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Aguest complex també esta regulat per RhoA, que actuaria d’una manera
antagonica, bloguejant la formacié de I'axd. En aquest cas, la inhibicié del complex
PAR3/6 estaria mitjancada a través de la fosforilacié per la quinasa ROCK, la qual és
activada per la forma de Rho unida a GTP (Nakayama et al., 2008).

Les E3 ubiquitina lligases Smurfl i Smurf2 també regulen el complex PAR3-
PAR6-aPKC durant la polaritat neuronal.

En neurones no polaritzades, Smurfl ubiquitina i promou la degradacid de Par6
fins que les neurones entren a I'estadi 3, on Smurfl promou el creixement neuritic
mitjancant la degradacié especifica de RhoA a la neurita que esdevindra ax6 (Wang et
al., 2003; Bryan et al., 2005), acompanyat d’una estabilitzacié de Par6. Aquest procés
es déna en resposta a I'estimulacié de la via cAMP/PKA, que fosforila Smurfl a la
Thr306, promovent el canvi en I'especificitat de substrat de Par6 a RhoA (Cheng et al.,
2011) (Fig. 110).

Per la seva banda, Smurf2 localitza al con de creixement axonic per mitja de la
interaccio amb Par3. Alli, Smurf2 degrada la Ras-GTPasa RaplB en la seva forma
inactiva, amb la conseqlient acumulacié de la forma activa, que promouria el
creixement axonic (Schwamborn et al., 2007).

Totes aquestes dades semblen indicar que existeix una complexa regulacié dels
nivells de Par3/Par6/aPKC durant la polaritzacié neuronal.
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BRSKs i polaritzacio neuronal

La BRSK es va caracteritzar per primera vegada en C. elegans en un screening
per identificar mutacions que afectessin els clusters de vesicules presinaptiques en
neurones. Les neurones deficients en SAD-1, ’lhomoleg de BRSK1 en C. elegans, a més
de presentar defectes en la organitzacid sinaptica i la dinamica vesicular, també
manifestaven una clara afectacio del procés de polaritzacié neuronal. Per altra banda
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la sobreexpressio de la SAD1 provocava una terminacio prematura dels axons, aixi com
diversos defectes en la seva ramificacid i direccionalitat (Crump et al., 2001).

En ratoli es van detectar dos gens ortolegs de SAD1, que es van anomenar Sada
(BRSK1) i Sadb (BRSK2). Els ratolins knock out individuals per a cadascun d’aquest gens
eren normals i fertils, mentre que els ratolins doble knock out presentaven pocs
moviments espontanis, baixa resposta a I’estimulacid tactil i morien a les dues hores
després de néixer (Kishi et al., 2005). Les principals divisions del sistema nervids
d’aquests ratolins estaven ben formades, pero presentaven un cortex significativament
més prim, amb els diferents tipus neuronals desorganitzats dins de les capes cerebrals.
In vitro, les neurones del ratoli doble KO no eren capaces de diferenciar axons de
dendrites, presentant neurites de llargada i ramificacions de mides similars, i positives
tant per marcadors axonals (Tau-1) com per marcadors dendritics (MAP2). Els efectes
de les BRSKs en la polaritzacié neuronal podrien ser deguts en part als canvis en la
fosforilacié de la Ser262 de Tau, una proteina implicada en la organitzacié dels
microtubuls. Aixi, mentre els animals normals presenten alts nivells de fosfo-Tau a les
dendrites de la placa cortical, en els doble KO els nivells de fosfo-Tau sén baixos en
aquesta regio.

Com hem comentat, des del punt de vista morfologic aquest fenotip és similar al
gue presenta el ratoli KO condicional de cortex d’LKB1 (Barnes et al., 2007). No
obstant, el fet que els ratolins condicionals de cortex LKB1”" presentin uns nivells de la
forma activa de les BRSKs -fosforilades al T-loop- significativament reduits als axons,
estaria en contradiccié amb la disminucié de la forma fosforilada de Tau a les dendrites
en ratolins doble KO de les BRSKs (Kishi et al., 2005).

La situacio és diferent en el cas de la medul-la espinal i el tronc de I’encefal, on
s’ha demostrat que les BRSKs sén dispensables per a la formacié de I'axd. En aquest
tipus de neurones sensorials les BRSKs participarien en el procés d’arboritzacié dels
axons durant els estadis avancats de |'especificacié axonica d’'una manera independent
d’LKB1 (Lilley et al., 2013). Aquest procés vindria governat per la senyalitzacié amb la
neurotrofina NT-3 i el seu receptor TrKC, via regulacidé de I'activitat de les quinases.

Com s’ha mencionat anteriorment, en C. elegans existeixen dues isoformes de
SAD-1 amb funcions diferents. Aixi, mentre que la sobreexpressio de la isoforma SAD-1
(L) rescata tant els defectes en la polaritat com en la organitzacio sinaptica observat en
animals sense la quinasa, la isoforma SAD-1 (S), recupera exclusivament els defectes en
la organitzacié sinaptica. Aix0 s’atribueix a la interaccid especifica de cadascuna
d’aquestes formes amb diferents proteines. Per exemple SAD-1 (L) pero no SAD-1 (S),
interacciona amb la Neurabina (NAB-1), una proteina scaffolding que també s’uneix a
la F-actina (Hung et al.,, 2007). La interaccié entre SAD-1(L) i NAB-1 només és
necessaria en el procés de polaritzacié neuronal, no participant en la formacié de les
sinapsis ni en la dinamica vesicular.

Una altra proteina que interacciona amb SAD-1 (L) és STRD-1, l'ortoleg de
STRADO en C. elegans. STRADa és una pseudoquinasa requerida per a la localitzacio,
estabilitzacid i activacio de LKB1 (Baas et al., 2003; Boudeau et al., 2003; Hawley et al.,
2003), aixi com en la fosforilacio i activacié de molts dels seus substrats (Lizcano et al.,
2004). En C. elegans, el complex SAD-1/STRD-1 constitueix una via independent d’LKB1
gue juga un paper important tant en el control de la polaritzacid neuronal com en la
organitzacié sinaptica (Kim et al., 2010a). A diferéncia del paper de STRADa en la
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regulacié d’LKB1, en C. elegans STRD-1 localitza SAD-1 a les sinapsis, sense afectar la
seva activitat o estabilitat.

A banda d’interaccionar amb aquestes dues proteines, SAD-1 (L) també
interacciona amb SAD-1 (S) mitjangant contactes entre els dominis UBA de les dues
isoformes (Kim et al., 2010b). Els autors proposen un model de funcionament de les
BRSKs en la funcidé neuronal basat en les esmentades observacions (Hung et al., 2007;
Kim et al., 2010a; Kim et al., 2010b). En aquest model, diferents molécules de SAD-1 (L)
formen agregats que interaccionen amb STRD-1 i posteriorment amb NAB-1 per
establir la polaritat neuronal al llarg de I’axé (Fig. 111).

{8) (L)
SAD-1 kinaso domain . NAB-1
ubliquitin-associaied domain |

C-terminal conserved domain

Fig. 111: Model de funcionament de les BRSKs en la organitzacié sinaptica i la polaritat
neuronal proposat per Kim et al. En aquest model, SAD-1 (L) interaccionaria amb SAD-1 (S),
gue s’unirien a STRD-1 i NAB-1 a través de la cua C-terminal de SAD-1 (L). La unié a STRD-1
faria que el complex proteic localitzes a I'axd. Figura modificada de Kim S.M. The long and
the short of SAD-1 kinase. Communicative & Intearative Biology 2010

En C. elegans també s’ha estudiat en quines fases de la diferenciacié neuronal és
requereix SAD-1. Utilitzant una elegant estrategia quimico-genetica que permet la
inhibicié especifica d’aquest enzim en diferents punts del cicle vital d’aquest
nematode, s’ha demostrat que SAD-1 és necessaria tant per establir la polaritat axonal
com la organitzacio sinaptica, perd que no pel manteniment d’aquests processos. Els
defectes produits per la manca de SAD-1 durant els primers estadis de la polaritzacio
son irreversibles mentre que els produits en la organitzacio sinaptica es poden corregir
en la fase de manteniment (Kim et al., 2008).

En altres organismes les BRSKs també controlen la distribucié polaritzada de
diversos components cel-lulars. Aixi en I'ascidi Halocynthia roretzi el silenciament de
POPK-1, I'ortoleg de BRSK1 en aquest organisme, altera la localitzacié dels mRNAs
materns als oocits originant larves mancades de muscul i mesenquima (Nakamura et
al., 2005).

Tot plegat demostra que les BRSKs tenen un paper essencial en la regulacio de la
polaritat cel-lular que s’ha conservat al llarg de I'evolucid.
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3.4.1.2. BRSK1 i la transmissio sinaptica

En C. elegans SAD-1 (BRSK1) també juga un paper important en el manteniment i
regulacié de la sinapsis. Els mutants deficients en activitat SAD-1 presenten defectes
en el desenvolupament presinaptic que afecten a la mida, forma i posicié de les
vesicules en neurones sensorials (Crump et al., 2001) . Aquests defectes es detecten
tant en les sinapsis neurona-neurona com en les sinapsis neuromusculars.

Aquesta funcié s’ha conservat al llarg de l'evolucié ja que en neurones
hipocampals, I"homoleg de mamifer SAD-B (BRSK1) també és concentra en les
vesicules de la zona activa presinaptica, mostrant un patrdé puntuat similar al del
marcador de vesicules presinaptiques sinaptofisina (Inoue et al., 2006). En aquestes
neurones, BRSK1 també participa en el mecanisme d’alliberament dels
neurotransmissors (Inoue et al., 2006) i la presencia del domini conservat SCR2 a
I’extrem C-terminal és necessaria tant per a localitzacidé caracteristica de SAD-B a la
sinapsis com per l'alliberament de neurotransmissors. Encara no es coneix quines son
les dianes de BRSK1 a les terminals sinaptiques. No obstant, algunes de les proteines
implicades en l'adhesié de vesicules sinaptiques i alliberacié de neurotransmissors
s’han identificat in vitro com a substrats de la BRSK1. Fins ara els substrats identificats
son RIM-1, Bassoon i Piccolo (Betz et al., 2001; Calakos et al., 2004), (Higa et al., 2007).

Pel que fa a la funcido de les BRSKs al sistema nervids periféric, a través d’'un
screening en C. elegans destinat a identificar gens implicats en I'estructura i funcio de
les sinapsis neuromusculars, és va identificar BRSK1 com un dels candidats a realitzar
alguna d’aquestes funcions (Sieburth et al., 2005). De fet, BRSK1 esta present a les
sinapsis neuromusculars amb una distribucido difusa associada a les vesicules
sinaptiques i a la zona activa de les terminal presinaptiques (Hagiwara et al., 2011).
Malgrat que les sinapsis neuromusculars es formen correctament en els ratolins doble
KO per les BRSKs (Lilley et al., 2013), un déficit en la transmissié sinaptica en les unions
neuromusculars podria ser la causa de la manca de moviments espontanis que
presenten aquests ratolins al moment de néixer. Aixi, el paper de les BRSKs en les
sinapsis neuromusculars s’ha d’estudiar més en detall, fent émfasi en 'estudi de les
diferents isoformes de BRSKs i en el seu paper en la neurotransmissié en aquest tipus
neuronal.

3.4.2. BRSKs en el cicle cel-lular

Les BRSKs també tenen funcions rellevants en dos punts del cicle cel-lular: la
duplicacié dels centrosomes i la transicié G2/M.

Els centrosomes son els organuls que formen els pols del fus mitotic i que
promouen l'assemblatge dels microtibuls. Estan formats per dos centriols i una matriu
pericentriolar que conté y-tubulina i altres proteines associades. En el centrosoma la y-
tubulina regula la nucleacié dels dimers d’a/f3 tubulina, la duplicacié del centrosoma i
la formacio del fus. Malgrat que la formacié del nou centriol és iniciada per I'activacié
de la Polo-like kinasa 4 durant la transicié G1/S, també s’ha observat que la BRSK2 té
un paper important en aquest procés, ja que l'alteracidé dels seus nivells provoca
defectes en la divisié cel-lular aixi com canvis en el nombre de centrosomes. La BRSK2
esta associada al centrosoma, on fosforila a la y-tubulina a la Ser 131. Aquest
fosforilacié sembla tenir una gran importancia en aquest procés ja que I'expressio del
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mutant fosfomimetic (Asp 131) indueix I'amplificacié del centrosoma mentre que la del
mutant no fosforilable (Ala 131) inhibeix la seva duplicacié. La fosforilacio de la Ser 131
estabilitzaria una conformacié de la y-tubulina que estimularia la formacié del nou
centriol, pero no esta clar si és la responsable del inici de la sintesi d’aquest nou
centriol. El fet de que els nivells de la BRSK2 fluctuin durant el cicle cel-lular i que
coincideixin amb els de y-tubulina fosforilada a la Ser 131 donaria suport a aquesta
idea (Alvarado-Kristensson et al., 2009) .

L’efecte sobre la transici6 G2/M també esta mitjancat per la BRSK2, la qual
s’activa i experimenta una translocacié citosol/nucli en resposta a determinats tipus
d’estrés genotoxics (radiacio UV o metilmeta sulfonat). L'aturada del cicle cel-lular
provocada per la radiacio UV en la transici6 G2/M es veu parcialment anul-lada
després del silenciament de BRSK2. Les proteines a través de les quals BRSK2
provocaria I'arrest cel-lular serien la quinasa weel i la fosfatasa cdc25. BRSK2 fosforila
in vitro weel, Cdc25B i Cdc25C a les serines 642, 631 i 316 respectivament. En el cas de
weel la fosforilacié en la Ser 642 és necessaria per a la unié de la proteina 14-3-3 i aixi
assolir la maxima activitat enzimatica, mentre que les fosforilacions en les cdc25
resulten en la inhibicié de I'activitat fosfatasa. Un mecanisme semblant opera a S.
pombe on Crd2, 'homoleg de BRSK2, controla I'entrada a la mitosi a través de la
regulacié Weel (Breeding et al., 1998; Kanoh and Russell, 1998).

La fosforilacié de weel en la serina 642 per la BRSK2 també és important
durant I'establiment de la polaritat neuronal. Al inici d’aquest procés, Weel no és
necessaria per a I'extensio de I'axd pero si per a la formacié de neurites. No obstant, a
I'estadi de diferenciacié 3 és necessaria la inactivacié de Weel per tal de prevenir la
disrupcio de la polaritat. Aquesta inactivacié s’iniciaria amb la fosforilacié de la serina
642 per BRSK2 (Muller et al., 2010). A diferencia del que succeeix en el cicle cel-lular,
on aquesta fosforilacio resulta en I'activacid i estabilitzacié de weel, en la polaritzacio
neuronal es produiria una desestabilitzacié de I'enzim. Aixo suggereix que hi ha factor
especifics de neurones o d’'un determinat estadi en la diferenciacié que determinarien
la estabilitat de weel després de la fosforilacio per BRSK2. D’aquests estudis se’n
despren que les BRSKs participarien a diversos nivells durant la polaritzacié neuronal.

Com s’ha mencionat anteriorment és necessaria una estreta regulacié dels
nivells de les BRSKs per dur a terme correctament les seves funcions. Tant increments
com disminucions dels nivells de BRSK1 afecten funcions diverses com el cicle cel-lular
(Alvarado-Kristensson et al., 2009) o la polaritat neuronal (Choi et al., 2008). Durant el
cicle cel-lular els nivells de BRSK2 estan regulats a través de la seva degradacié al
proteosoma. Un dels components responsables de la degradacié d’aquesta quinasa és
el complex promotor de I'anafase/ciclosoma-Cdh1 (APC/C®™) (Li et al., 2012). APC/C
és una E3 ubiquitina lligasa formada per diverses subunitats que juga un paper
important en la regulacié de I'entrada i progressio en la mitosi, aixi com en la replicacié
del DNA (King et al., 1995; Hagting et al., 2002). L’activitat d’aquesta E3 lligasa esta
regulada per dues proteines: Cdc20 (cell division cycle), que s’hi uneix i I'activa al
principi de I'anafase, i Cdh1, que substitueix a Cdc20 al final de la mitosi i es manté fins
al final de G1 (Fang et al., 1998). BRSK2 és ubiquitinada pel complex APC/C, de manera
dependent del co-activador Cdhl i els seus nivells oscil-len durant el cicle cel-lular
seguint un patrd similar a la degradacio d’altres substrats del complex APC/C en aquest
procés com Aurora B (Stewart and Fang, 2005) i ciclina B (Fang et al., 1998).
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Aguesta ubiquitinacié és determinant per a la progressio del cicle cel-lular ja
gue una forma no ubiquitinable de BRSK2 arresta el cicle cel-lular a la transicié G2/M,
degut presumiblement a la fosforilacié inhibitoria sobre la S216 de la fosfatasa Cdc25C.

Una altra proteina que interacciona amb BRSK2 és Jabl (c-Jun activation
domain binding proteinl). Aquesta proteina, que té activitat Nedd8 isopeptidasa, és el
component més ben caracteritzat del complex COP9 signalosome. COP9 esta implicada
en diversos processos cel-lulars com ara la regulacié de I'expressio genica, la reparacio
del DNA o la regulacié de I'entrada i progressio del cicle cel-lular. En aquest sentit es
coneix que Jabl promou la degradacié d’algunes proteines com p27, p53 o ciclina E,
totes elles importants per a la progressio del cicle cel-lular (Tomoda et al., 1999; (Bech-
Otschir et al., 2001) (Cope and Deshaies, 2006)). BRSK2 també s’ha identificat com una
de les proteines que interacciona amb Jabl. La sobreexpressié de Jabl provoca la
poliubiquitinacié de la BRSK2 aixi com una disminucié dels seus nivells via degradacié
proteosomal. Aixi mateix, I'aturada en la transicié G2/M del cicle cel-lular provocada
per BRSK2 també és contrarestada per la sobreexpressié de Jab1 (Zhou et al., 2012).

3.4.3. BRSK2 i control del metabolisme de la glucosa

A més del paper ampliament estudiat de les BRSKs en la regulacido de la
fisiologia neuronal i el control de cicle cel-lular, Ultimament s’ha relacionat BRSK2 amb
el control del metabolisme de la glucosa al pancrees. Diferents publicacions indiquen
gue, encara que en menor mesura que al sistema nervids, les BRSKs també s’expressen
en testicles i pancrees (Lu et al., 2004; Kishi et al., 2005; Inoue et al., 2006; Chen et al.,
2012).

Les primeres evidéncies del possible paper de les BRSKs en aquest organ es
deriven de I'estudi del ratoli knock-out condicional de LKB1 al pancrees, que presenta
insuficiencia pancreatica a més de l'aparici6 de tumors similars al produits pels
pacients del sindrome de Peutz-Jeghers (Hezel et al., 2008). Aquests animals presenten
baixos nivells i disminucid de la fosforilacié al T-loop de diferents AMPK-related
kinases, entre elles les BRSKs.

D’estudis amb ratolins knock out condicionals de BRSK2 al pancrees es conclou
que BRSK2 participaria en el procés d’alliberacié d’insulina en resposta als nivells de
glucosa (GSIS) en aquest organ (Nie et al., 2013). L’alliberament d’insulina és un procés
complex regulat a diferents nivells (Caixa 2). El mecanisme molecular inclou GLP-1 com
a senyalitzador upstream de BRSK2 durant la GSIS. Al pancrees, GLP-1 interaccionaria
amb el receptor d’incretines acoblat a I'adenilat ciclasa, amb el consequient augment
de ’AMPc (MacDonald et al., 2002; Drucker, 2006). Aix0 activaria la PKA, que per mitja
de la fosforilacié de BRSK2 a la T260 augmentaria la GSIS. En resposta a increments de
glucosa al medi, BRSK2 també augmenta la seva traduccié i activitat en illots
pancreatics i cel-lules B-pancreatiques MIN6. BRSK2 activa, interacciona i fosforila a la
quinasa PAK1 (p21-activated kinase 1) a la Thr423 (Nie et al.,, 2012). PAK1 actuaria
remodelant el citoesquelet d’actina, aixi com estimulant el trafic vesicular per
promoure 'alliberament d’insulina (Fig. 112B).

D’aquests estudis també es despren que BRSK2 té un lloc de fosforilacié a la Thr
443 que regula el procés de GSIS (Nie et al., 2013). Aquesta fosforilacié inhibiria la
guinasa, de manera que seria necessaria la desfosforilacié d’aquest residu mitjancada
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per increments de cAMP (en resposta a GLP-1) per aconseguir I'efecte de BRSK2 en
I’estimulacid del GSIS en cél-lules B-pancreatiques MING.
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Fig. 112: Regulacié per BRSK2 de la secreccié d’insulina en resposta als nivells de glucémia.
A) Regulacié del metabolisme de la glucosa en cél-lules B-pancréatiques. Extret de Principles
of Biochemistry, Lehninger, Capitol 23. B) En el model de Nie i col-laboradors, la fosforilacid
per PKA de BRSK2 faria que fosforilés a PAK1 en resposta a increments de glucosa al medi.
PAK1, al seu torn, remodelaria el citoesquelet d’actina per promoure |'alliberacié vesicular
d’insulina.

CAIXA 2: Procés d’alliberament d’insulina al pancrees i diabetis

Després de la ingesta, la glucosa s’incorpora al torrent sanguini des de l'intesti. Al
augmentar els nivells de glucosa en sang, aquesta entra via els transportadors GLUT2 a
les cel-lules B del pancrees. Aixd provoca un increment en el catabolisme de la glucosa
-amb un conseqgiient augment de la formacié d’ATP- que acabara bloquejant els canals
de potassi dependents d’ATP, impedint aixi la sortida de K* de I'interior de la cél-lula.
Aix0 provoca una despolaritzacié que obrira els canals de Ca2+—dependents de voltatge,
amb el conseqiient increment dels nivells de Ca*" intracel-lular, provocant
I'alliberament d’insulina per exocitosis.

La diabetis és una malaltia en la que el cos no pot regular els nivells de glucosa en sang.
Els dos tipus principals de diabetis sén la de tipus | (DMTI), en la que les cel-lules del
pancrees no produeixen insulina o en produeixen molt poca quantitat, i la de tipus Il
(DMTII), en la que el greix, el fetge i les cel-lules musculars no responen a la insulina,
acompanyat d’una deficient secrecié d’insulina per part del pancrees, amb la
conseqlient acumulacié de glucosa en sang.

La DMTII és la més freqlient i un dels tractaments utilitzats és I'administracié de GLP-1
(glucagon-like peptide 1) o analegs d’aquest compost (Fehse et al., 2005). GLP-1 és una
incretina (hormona) que es secreta a l'intesti en resposta a l'ingesta de nutrients,
estimulant la secrecié d’insulina al pancrees i inhibint la secrecié de glucago,
aconseguint disminuir els nivells de glucosa en sang.
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Aguest nou paper de BRSK2 en la via de les incretines i el creixent coneixement
de la regulacié de les BRSKs in vivo, suggereix la possibilitat d’utilitzar-la com a diana
en pacients de diabetis tipus Il.

A més, aquests treballs presenten una nova regulacié de les BRSKs en resposta
a increments en la concentracié intracel-lular d’AMPc. Aixi, la I'augment de Ia
senyalitzaciéd per PKA no només seria important en polaritat neuronal (Barnes et al.,
2007; Shelly et al.,, 2007) a través de la via LKB1-BRSKs, sind que també estaria
implicada en altres processos com la regulacié del metabolisme de la glucosa al
pancrees (Nie et al., 2012; Nie et al., 2013).

3.4.4. BRSK2 i estres reticular

L'estres reticular (ER) és un fenomen que es déna quan hi ha una acumulacié de
proteines mal plegades al lumen del reticle endoplasmatic. En resposta a aquest
fenomen, s’activen diverses vies anomenades de resposta a proteines mal plegades
(en anglés UPR, unfolded protein response). L’activacié d’aquestes vies resulta en un
augment de la transcripcié de xaperones i en I'aturada en la sintesi de proteines. Si
aquesta resposta no restaura la homeostasi cel-lular finalment s’indueix I'apoptosi
(Kaufman, 1999). S’ha observat que BRSK2 hi juga un paper bloguejant I'apoptosi en
un mecanisme independent de la seva activitat quinasa. Aixi, la preséncia de nivells
alts d’aquest enzim impedeixen la transcripcid d’alguns gens entre els que es troba
CHOP, un mediador clau en la cascada d’apoptosi induida per estres reticular. Aixo esta
d’acord amb el fet que la concentracié de BRSK2 disminueix després de tractaments
perllongats amb inductors d’estres reticular (Wang et al., 2012).

Una altra funcié de la BRSK2, que en aquest cas si que depén de la seva
activitat, és la modulacié de I'activitat de VCP/p97 (valosin-containing protein/p97).
Aquesta és una proteina de la familia de les AAA ATPases implicada en la degradacid
de proteines mal plegades del reticle endoplasmatic (ERAD, ER-associated protein
degradation). BRSK2, a través de la interaccié amb VCP/p97, regula la degradacié de
CD36, un dels substrats de VCP/p97 en I'ERAD.

Malgrat aquestes evidencies, en cap cas s’ha demostrat el mecanisme concret a
través del qual opera la BRSK2 en aquest procés.

3.4.5. BRSKs i malalties

El fet que les BRSKs regulin el cicle cel-lular en diferents punts, especialment als
anomenats checkpoints, les fa atractives com a dianes terapeutiques per al tractament
de la proliferacié cel-lular anomala tipica dels tumors. No obstant son poques les
evidencies directes que relacionen les BRSKs amb diferents malalties. En un dels pocs
estudis clinics realitzats es descriu la BRSK2 com un antigen reconegut pel serum de
pacients amb encefalitis limbica i cancer de cel-lules petites de pulmé (Sabater et al.,
2005). Malgrat tot, aquest no és un tret remarcable d’aquest tipus de patologies.

En un altre estudi s’identifica la BRSK2 com una de les proteines
sobreexpressadas en adenocarcinomes ductals de pancrees i no en les cel-lules
circumdants al tumor o en teixits pancreatics normals (Niu et al., 2010). A més, els
nivells de BRSK2 en aquest tipus de tumors correlaciona amb la prognosis dels
pacients.
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Les alteracions en els nivells de BRSKs també s’han associat a la malaltia
d’Alzheimer. Aguesta malaltia es caracteritza per la perdua de sinapsis i neurones,
deficiencies en la neurotransmissid i el metabolisme, agregacio del peptid B amiloide
(AB) en plaques extracel-lulars i acumulacions intracel-lulars de Tau (Selkoe, 2004;
Binder et al., 2005; Ballatore et al., 2007). Es tracta d’'una malaltia complexa pel fet de
ser multifactorial. Estudis en neurones hipocampals en cultiu demostren que un dels
primers efectes en resposta a I'exposicid de les neurones a oligomers AB, son els
increments de Ca2+, la deslocalitzacié de Tau dels axons a les dendrites, la fosforilacid
de Tau i la destruccié de microtubuls i espines dendritiques (Zempel et al., 2010). En
aquests processos s’ha descrit que hi ha un augment en I'activitat de diverses quinases
- entre elles les BRSKs -, aixi com en la fosforilacio dels llocs especifics de Tau descrits
en la malaltia d’Alzheimer. Les BRSKs fosforilen a Tau a la S262 in vivo (Kishi et al.,
2005) i aquesta fosforilacid regula negativament la unid de Tau als microtubuls,
desenganxant-la dels mateixos. Aixi, les BRSKs podrien participar en els canvis de
localitzacid de Tau caracteristics de la malaltia. Malgrat tot, com es discuteix més
endavant, encara hi ha controversia respecte al paper de les BRSKs en la fosforilacié de
Tau i el seu paper en la regulacié de I’associacio als microtubuls.
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Les Brain Specific Kinases (BRSK1 i BRSK2) son Ser/Thr quinases que s’expressen
majoritariament al cervell i son activades per fosforilacié directa per la quinasa
supressora de tumors LKB1. La via LKB1-BRSKs juga un paper fonamental en
I’establiment de la polaritat neuronal, i les neurones corticals de ratoli KO BRSK1/2 o
del ratoli KO condicional per LKB1 al cortex els manca I'axé. A més, un pool de BRSK1
(perd no de BRSK2) localitza en les vesicules de la terminal presinaptica, on controlaria
Ialliberament de neurotransmissors.

Malgrat tot, no s’han descrit els mecanismes de localitzacio i modulacié de I'activitat
de les BRSKs in vivo. Com que LKB1 és una quinasa constitutivament activa, han
d’existir mecanismes alternatius de regulacié de les BRSKs que controlin les seves
activitats i localitzacié a la cél-lula. Es per aixd motiu que es proposen els segiients

objectius:

- Caracteritzacio de la localitzacié subcel-lular i modificacions post-traducionals de

la BRSK1 neuronal.

- Identificacié i caracteritzacié dels lipids que uneixen BRSK1 i estudi de la

modulacié de I'activitat quinasa per I’entorn lipidic.

- Estudi dels mecanismes implicats en el control de la expressié de BRSK1 durant la

diferenciacié neuronal. Paper de les E3 ubiquitina lligases Smurf1/2.
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PART1: LOCALITZACIO | PALMITOILACIO DE LES BRSKs
1.1. Localitzaci6 subcel-lular de BRSK1

En la majoria de processos cel-lulars és de vital rellevancia la localitzacié i la
compartimentalitzacié de certes proteines per aconseguir dur a terme la seva funcio.
En el cas de les BRSKs, aquest fet guanya importancia ja que la seva quinasa activadora
(LKB1) és constitutivament activa, obligant a una estreta regulacid d’aquestes
proteines per aconseguir co-localitzar en I'espai i el temps les proteines substrat en
indrets especifics.

Cada vegada més es van coneixent els mecanismes de regulacié de les BRSKs,
especialment en referéencia a la modulacié de la seva activitat quinasa. En aquest
treball ens hem plantejat estudiar els mecanismes associats als canvis en la localitzacio
subcel-lular de les BRSKs. Per fer-ho, es van fraccionar diferents tipus cel-lulars, seguint
el protocol detallat a Material i métodes (Fig. M7). En tots els casos, es van utilitzar
marcadors de les diferents fraccions cel-lulars per avaluar la puresa de cada una
d’elles: GAPDH per la fraccid citosolica, receptor de transferrina (TfR) per a les
fraccions de membrana solubles en Triton X-100 i Thyl com a proteina marcadora de
membranes insolubles en Triton X-100 (solubles en SDS). Tant en cél-lules de
neuroblastoma huma SH-SY5Y com en cultius primaris de neurones corticals de rata i
ratoli, BRSK1 localitza al citosol i en la fraccid particulada resistent a I'extraccio per
Tritd X-100 (Fig. R1). També es pot observar que LKB1 té una localitzacio
exclusivament citosolica. Com s’ha esmentat anteriorment, quan LKB1 forma un
complex amb la pseudoquinasa STRAD i MO25, té una localitzacio citosolica (Baas et
al., 2003; Boudeau et al., 2003).

Neurones Neurones
Cél-lules SH-SY5Y corticals de ratoli Corticals de rata
4 — Membrana 1 — Membrana o B Membrana
< 3 < 32 < 0
= o © [72] = o © n = o Nl n
o = T 0O c = £ 0O o > £ 0
F O + O F O = O F O F O
okt [ . w| (MWE= ww| - 9
LKEL | e — ||
GAPDH | = cmm— — S
TR —— —— —
Thy 1 = = (=]

Fig. R1: BRSK1 localitza al citosol i a la membrana cel-lular, de manera resistent a la
solubilitzacio pel detergent Triton X-100. Extractes de cél-lules SH-SY5Y i neurones
corticals de ratoli i rata cultivades 5 DIV es van fraccionar seguint el protocol descrit a
Material i Méetodes. Les diferents fraccions van ser analitzades per immunoblot amb els
anticossos indicats. La puresa de les fraccions va ser evaluada utilitzant els marcadors:
GAPDH (Citosol), receptor de transferrina (TfR, membranes solubles en Tritéd X-100) i
Thyl (membranes solubilitzades amb SDS). Resultats representatius de 3 experiments
independents.
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Inoue et al. van descriure un pool de BRSK1 a la fraccid particulada associada
fortament a la regid presinaptica (lnoue et al, 2006). Mitjancant
immunocitoquimiques en cultius primaris de rata i ratoli vam corroborar I'observacié
que la BRSK1 co-localitza amb el marcador presinaptic sinaptofisina (Fig. R2, control).
BRSK1 presenta una forta associacié a les membranes, ja que manté el patré puntuat
caracteristic d’aquesta quinasa fins i tot després d’un tractament breu amb el
detergent no ionic Triton X-100. En canvi, el senyal de la sinaptofisina (també proteina
de membrana) queda eliminat després del tractament (Fig. R2, Triton wash).

Hoesch BRSK1 Synaptophisin Merged

- ‘. ‘. .

Rat
Cortical
. - . .
Triton
Wash
Control
Cortical
Neurons

Triton
Wash

Fig. R2: Efecte del detergent Triton X-100 en la tincié immunocitoquimics de BRSK1 en
cultius de neurones corticals de rata i ratoli. Neurones corticals de rata i ratoli cultivades 10
DIV, fixades amb paraformaldehid i van ser tenyides amb anticossos especifics per BRSK1
(vermell) i sinaptofisina (verd). En blau es mostra la tincié nuclear (Hoestch, panells de
I'esquerra). En els casos indicats (Triton wash), es van tractar la mostra amb 0,1% Triton X-
100 durant 90 seg just abans de fixar amb paraformaldehid. L’escala representa 20 um.
Resultats representatius de 2 cultius independents.
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Aquests resultats suggerien I'associacié de BRSK1 a dominis rigids de membrana,
com ho sén els anomenats lipid rafts. Per comprovar aquesta hipotesis es van obtenir
lipid rafts de sinaptosomes de rata mitjangant gradients de sacarosa seguint el
procediment descrit a Material i Métodes. Es van recollir 10 fraccions i es van analitzar
per immunoblot utilitzant la proteina Thyl com a marcador de fraccions “rafts” i el
receptor de transferrina com a “no raft”. A la figura R3, es pot observar com una part
de BRSK1, perd no BRSK2, localitza als lipid rafts de sinaptosomes de rata.

Fig. R3: BRSK1, pero no

Sinaptosomes de rata
P BRSK2, localitza als lipid rafts

l de sinaptosomes de rata. Es

Gradient de sacarosa (45%-35%-5%) van obtenir fraccions de lipid

rafts de sinaptosomes de rata

Centrifugacio a 200.000g 18h mitjangant solublitzacié amb

1 Triton X-100 i centrifugacié en

gradient de sacarosa,, seguint

Fraccib 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 el protocol descrit a Material i
—ee © 4 st meee | BRSK1  Meétodes. Es mostra |'analisis

d’'immuoblot per a BRSK1,
w | BRSK2  BRSK2, Transferrina (TfR,
marcador de fraccié soluble) i

Wod et e et | TIR Flotillina (marcador de
Flotillin fraccions  rafts). Resultats
— representatius de 4

- experiments independents.
Rafts Fraccio Soluble

5 6 7 8
/Soma

? *
1 Ninli Nelrites

Fig. R4: BRSK1 es troba a les neurites i al soma, pero no al nucli, en cultius de neurones
hipocampals de rata a 3 DIV. Es van cultivar neurones hipocampals de rata i a 3 DIV van ser
fixades i tenyides amb anticos especific per BRSK1 (vermell). Els nuclis es van marcar amb
Hoechst. Es mostren les imatges de 8 plans horitzontals sucessius obtinguts amb microscopi
confocal invertit. Nikon A1R Eclipse Ti (KULeuven). L'escala representa 20 pum. Resultats
representatius de 3 cultius independents.
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Per a un estudi més detallat de la localitzacid de BRSK1 es van tenyir neurones
corticals amb un anticos especific i es van observar per microscopia confocal. La
presencia de BRSK1 als diferents plans horitzontals esta detallada a la figura R4. Als
plans més inferiors només es pot detectar la tincié de Hoechst corresponent al nucli,
mentre que a mesura que observem els plans més superiors veiem com apareix la
tincid de BRSK1 envoltant el nucli i a les neurites. Aquests resultats indiquen que
BRSK1 esta exclosa del nucli en aquest tipus cel-lular, mentre que esta present en
membrana i citosol, com haviem comprovat anteriorment.

Donada la importancia de I'entorn i la localitzacid de les quinases per exercir la
seva funcid, es van dedicar esforgos en caracteritzar la unié de BRSK1 a la fraccié
particulada. Per fer-ho, ens vam valdre del fraccionament subcel-lular per determinar
I’associacié o no de BRSK1 a la membrana utilitzant diversos mutants cedits pel Dr.
Dario Alessi de I’'MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) i constructes generats
al laboratori (Annex 1) .

En primer lloc, es va sobreexpressar BRSK1 en cel-lules humanes de ronyd
HEK293T i en cel-lules humanes d’adenocarcinoma de cervix Hela i es va analitzar la
localitzacio de la quinasa després de realitzar el fraccionament subcel-lular. La proteina
sobreexpressada presenta un patré similar a la endogena, localitzant al citosol i amb
un pool associat fortament a la membrana (Fig. R5).

HelLa Cells 293 Cells
HA-BRSK1 WT HA- BRSK1 WT
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Fig. R5: BRSK1 sobreexpressada en ceél-lules 293T i HeLa presenta el mateix patré de
localitzacié subcel-lular que la proteina endogena. Cel-lules HEK293T i Hela que
sobreexpressen HA-BRSK1 van ser fraccionades seguint el protocol descrit a Material i
Metodes, i la preséncia de les proteines indicades va ser analitzada mitjancant
immunoblot. La puresa de les fraccions va ser evaluada amb marcadors especifics: GAPDH
(Citosol), receptor de transferrina (TfR, membranes solubles en Trité X-100) i Thyl
(membranes solubilitzades amb SDS). Resultats representatius de 4 experiments
independents.

Posteriorment, ens vam preguntar si I'estat d’activacié de la quinasa podia afectar
a la seva localitzacié. Per aix0 es va utilitzar una forma inactiva de BRSK1 no
fosforilable (BRSK1 T/A), en que la treonina del T-loop és substituida per una alanina.
En paral-lel, es va fer el fraccionament subcel-lular transfectat BRSK1 T/E, una variant
de la proteina en la que la treonina esmentada anteriorment és substituida per un acid
glutamic, mimetitzant la carrega negativa aportada pel fosfat i generant una quinasa
constitutivament activa.
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La figura R6 mostra com tant el mutant inactiu com el constitutivament actiu
presenten la mateixa localitzacié que la proteina salvatge. El fet que la localitzacid
subcel-lular del mutant inactiu de BRSK1 no es veiés afectada era esperable ja que,
guan BRSK1 és transfectada en cel-lules Hela, la quinasa també presenta aquesta
distribucié. (Fig. R5, primer panell). La peculiaritat de les cél-lules Hela és que els hi
manca la quinasa supressora de tumors LKB1 (Tiainen et al., 1999), aixi com BRSK1.
Aixi, la transfeccio de BRSK1 resulta en una quinasa inactiva. Amb tot, podem afirmar
que I'estat d’activacié de BRSK1 no influeix en la localitzacié subcel-lular de I’enzim.

HA- BRSK1 WT HA- BRSK1 T/A HA- BRSK1 T/E
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Fig. R6: Tant BRSK1 activa com inactiva presenten el mateix patré de localitzacié
subcel-lular. Cél-lules HEK293T que sobreexpressen HA-BRSK1 salvatge (WT),
constitutivament inactiva (T/A) i constitivament activa (T/E) van ser fraccionades seguint el
protocol descrit a Material i Metodes. La preséncia de les proteines indicades va ser
analitzada mitjangcant immunoblot i la puresa de les fraccions va ser evaluada amb
marcadors especifics: GAPDH (Citosol), receptor de transferrina (TfR, membranes solubles
en Tritd X-100) i Thyl (membranes solubilitzades amb SDS). Resultats representatius de 3
experiments independents
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Fig. R7: El domini quinasa i la cua C-terminal de BRSK1 localitzen a la fraccioé particulada.
Cel-lules HEK293T que sobreexpressen el domini quinasa de BRSK1 (Kin Dom) i la cua C-
terminal (C-term) van ser fraccionades seguint el protocol descrit a Material i Métodes, i la
presencia de les proteines indicades va ser analitzada mitjangant immunoblot. La puresa de
les fraccions va ser evaluada amb marcadors especifics: GAPDH (Citosol), receptor de
transferrina (TfR, membranes solubles en Trité X-100) i Thyl (membranes solubilitzades
amb SDS). Resultats representatius de 3 experiments independents
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Per determinar quina era la regié de BRSK1 implicada en I'associacid a la fraccio
particulada, es van generar constructes que expressaven les regions N i C-terminal de
la quinasa per separat. Els productes finals sén dues proteines de 35 kDa i 52 kDa de
pes molecular, respectivament.

El fraccionaments subcel-lular en cél-lules 293T transfectades amb aquest vectors
demostren que cadascuna d’aquestes regions es poden unir a la membrana (Fig. R7).

1.2. Modulacié de la localitzacié subcel-lular de BRSK1 en resposta a I’agent
despolaritzant KCI

L’augment de I'activitat sinaptica promou la mobilitzacio i reclutament de diverses
proteines a les sinapsis. Ja que BRSK1 esta implicada en I'activitat sinaptica, ens vam
plantejar si canvis en |’activitat neuronal podrien afectar la localitzacié de la quinasa.
L’estimulacié aguda de cultius cel-lulars amb KCl s’ha usat ampliament com a model de
despolaritzacié neuronal (Liley, 1956). Aixi, es van tractar cultius primaris de neurones
corticals de ratoli amb KCl 50 mM durant 20 min i a continuacié es va realitzar el
fraccionament subcel-lular i I'analisi de la localitzacié de la BRSK1.
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Fig. R8: La despolaritzacié de neurones corticals de ratoli amb KCl provoca un augment
en la localitzacié particulada de BRSK1. Cultius de neurones corticals de ratoli de 12 DIV
no estimulats (control) o estimulats amb 50 mM KCI durant 20 min, van ser fraccionats i es
va analitzar la preséencia de les proteines indicades mitjancant immunoblot. Resultats
representatius de 3 experiments independents

La figura R8 mostra com després de I'estimulacié amb KCI hi ha una acumulacié de
BRSK1 a la fraccié particulada, que no s’observa en el cas d’AMPK, una proteina de la
mateixa familia. De igual manera, es van despolaritzar cel-lules SH-SY5Y amb 50 mM
KCl durant 20 min i es va fer el fraccionament subcel-lular descrit a Material i Metodes
amb unes petites variacions. En aquest cas es va obtenir un pellet a 20.000 g
(Mitochondria a I'esquema de la fig M7), que inclou organuls intactes de mida gran,
com ara mitocondries, lisosomes, peroxisomes o Golgi. El sobrenadant resultant es va
centrifugar a 100.000g i el pellet obtingut es va resuspendre en la seva totalitat en un
tampd que contenia SDS (en aquest cas no es va diferenciar membranes solubles de
insoluble en Triton X-100). El sobrenedant obtingut després d’aquesta centrifugacid
correspon al citosol.
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A I'analitzar les diferents fraccions tornem a trobar com, després d’una estimulacio
aguda amb KCl, la BRSK1 s’acumula a les fraccions particulades (Fig. R9).

Aquests resultats confirmen una regulacié dinamica del trafic de BRSK1 a Ia
membrana en tipus cel-lulars neuronals en resposta a I'activitat sinaptica. En aquest
sentit, aquest fenomen s’havia descrit anteriorment en altres proteines com PSD-95,
que en resposta a KCl canvia la seva localitzacid, mecanisme regulat per I'estat de
palmitoilacié (Fukata et al., 2013).

0 mM 10 mM

KCI KCI
Fig. R9: La despolaritzacié de cél-lules ® ©
SH-SYSY amb KCl provoca un . o & - o 3
augment en la localitzacié 2 8 8 3 8 =
particulada de BRSK1. Cl-lules SH- g 2 §¢g ¢ §
SY5Y no estimulades (control) o O N = O N =
estimulats amb 10 mM KCI durant 20 -t : '
min, van ser fraccionades i es va “ BRSK1
analitzar la preséncia de les proteines - = —t GAPDH
indicades mitjancant immunoblot. .
Resultats  representatius de 3 — —— TransferrinR
experiments independents .- .ﬂ Thy1

1.3. Palmitoilacié de BRSK1

Dels diferents analisis in silico realitzats al laboratori, es desprén que BRSK1 no
posseeix dominis transmembrana o dominis d’'unié a lipids, ni modificacions post-
traduccionals com ara prenilacions (farnesilacions o geranilgeranilacions),
glicosilfosfatidilinositolacions (GPl) o miristilacions que poguessin explicar la seva
associacido a membrana. En canvi, utilitzant el software Css-Palm 3.0. (Ren et al., 2008),
es van detectar diversos llocs putatius de palmitoilacio.

La palmitoilacié és una modificacid post-traduccional reversible consistent en la
addiccié de palmitat mitjancant un enllag tioester en residus de cisteina, permetent,
entre d’altres funcions, la translocacié a la membrana de proteines diana (Prescott et
al., 2009). Donada la participaci6 de BRSK1 en la transmissid sinaptica i el
desconeixement dels mecanismes que dirigeixen la quinasa a la sinapsis ens vam
plantejar si la palmitoilacié podria participar en aquest procés.

- Assaig ABE de BRSK1

Sumant la prediccid in silico, la bibliografia i les observacions fetes al laboratori,
vam investigar si les BRSKs estaven palmitoilades in vivo. Per fer-ho, vam utilitzar
I’assaig per a I’estudi de proteines palmitoilades ABE (Acyl-biotin exchange). En aquest
assaig s'immunoprecipita la proteina d’interes seguit d’'un bloqueig amb I'agent
alquilant NEM de les cisteines no modificades per palmitoilacié. A continuacid, amb un
tractament amb hidroxilamina (HAM) es trenca I'enllag tioester entre el palmitoil i la
cisteina modificada. Finalment aquesta cisteina es marca amb BMCC-biotina, la qual
cosa permet I'immunoprecipitacido amb estreptavidina de les proteines palmitoilades.
El protocol detallat de I'assaig es troba a I'apartat Material i Métodes (Fig. M8).
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Mitjancant I'assaig ABE a partir de mostres de cervell de rata de 6 setmanes es va
concloure que BRSK1, pero no BRSK2, estan palmitoilades in vivo (Fig. R10). Els panells
superiors mostren la proteina total (carril Input) i les mostres immunoprecipitades amb
estreptavidina. Només en el cas de BRSK1 es detecta I'espécie palmitoilada (+ HAM).
Els panells inferiors mostren els controls amb la proteina immunoprecipitada amb els
anticossos especifics de BRSK1 o BRSK2.
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Fig. R10: BRSK1, pero no BRSK2, esta palmitoilada en extractes de cervell de rata. A)
Representacid esquematica de I'assaig ABE (Acyl-biotin exchange). B) Assaig ABE de
palmitoilaci6 de BRSK1 seguint el protocol descrit a Material i Méetodes. Les proteines
BRSK1 i BRSK2 van ser visualitzades per immunoblot. La obtencié de tincié per BRSK1
després del tractament amb hidroxilamina (HAM) es indicativa de palmitoilacié de BRSK1.
Com a control, els panels inferiors mostran els inumnoblots de les proteines abans de ser
immunoprecipitades amb la resina d’estreptavidina.

Un cop determinat que la BRSK1 esta palmitoilada in vivo, es van dissenyar
experiments per determinar quin era I'efecte del 2-bromopalmitat, un inhibidor de la
palmitoilacid, en la localitzacid de la BRSK1. El 2-BP és un analeg no metabolitzable del
palmitat que actua com a inhibidor de les palmiotil transferases (PATs, enzims que
catalitzen la reaccié palmitoilacié), evitant la palmitoilacio de proteines substrat.
Aquest compost inhibeix I'associacié a membrana aixi com la localitzacio als lipid rafts
de proteines com la quinasa Fyn (Webb et al., 2000).
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A la figura R11, es mostra com al tractar cel-lules de neuroblastoma SH-SY5Y amb
KCl 10 mM durant 20 min i separar el citosol de les membranes, es produeix un
desplagament de BRSK1 a la fraccid particulada (Fig. R11; membranes KCl respecte
membranes control). En canvi, un pretractament de les cél-lules amb 2-BP durant 4
hores, disminueix aproximadament un 25% aquest augment (Fig. R11, membranes KCl
+ 2-BP respecte membranes KCl).
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Fig. R11: L’inhibidor de la palmitoilacié 2-bromopalmitat (2-BP) redueix parcialment
I'augment en la localitzacié particula de BRSK1 induit per despolaritzacié amb KCI. A)
Cel-lules SH-SY5Y no estimulades (control), estimulades amb 10 mM KCI durant 20 min
(KCl), o tractades durant 4 hores amb 0.1 mM de 2-BP previament a I'estimulacié amb KCl
(KCl + 2-BP), van ser fraccionades. La presencia de les proteines indicades va analitzada
mitjangant immunoblot. B) Densitometria de la tinci6 de BRSK1 de les fraccions de
membrana de A, normalitzades per la tincié de Transferrina. Valors mitjans +/- SD de 3
experiments independents. *** p<0.001, ** p<0.01

- Estudi del lloc de palmitoilacio de BRSK1

La palmitoilacié, com s’ha esmentat anteriorment, és una modificacio especifica de
cisteines. En el nostre afany per determinar si la palmitoilacid podria estar implicada
en l'associacié de BRSK1 a la membrana es van generar mutants de la BRSK1 en que
una o diverses cisteines van ser mutades a serina. Aquest canvi és conservatiu, essent
la cisteina i la serina aminoacids amb cadena lateral polar, no carregada i amb una
mida similar. La diferéncia la trobem en que la serina no posseeix el grup sulfidril,
impossibilitant la unido de molécules de palmitoil a la proteina.

A partir d’'un model tridimensional de BRSK1 obtingut amb el programa I-TASSER
(Roy et al., 2010), es va determinar la posicio i orientacid de les cisteines dins de BRSK1
(Fig. R12). BRSK1 conté 10 cisteines (blaves al model), 8 al domini quinasa (vermell al
model) i 2 a la regid corresponent al domini d’unid a ubiquitines UBA (morat al model),
no trobant-se’n cap a I'extrem més C-terminal de la proteina (verd al model).

Basant-nos en la prediccid realitzada amb el programa CSS-Palm 3.0., els residus
amb una probabilitat més elevada de ser palmitoilats eren les cisteines en posicio 54,
217 i 328. Com que el domini quinasa de BRSK1 per se ja presenta una localitzacio
particulada (Fig. R7), es van fer les mutacions puntuals de la cisteina 54 i la 217
respectivament (al domini quinasa |li manca la cisteina 328). Malauradament, ens ha
estat impossible realitzar I'assaig de palmitoilaci6 ABE en mostres de proteina
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sobreexpressada en cél-lules 293T, per tant, com a model alternatiu per avaluar
I'efecte dels mutants deficients en palmitoilacid, es va determinar |'associacié a
membrana. Com es mostra a la figura R13 (primer i segon panell), les mutacions
simples d’aquests residus no afecten la localitzacié de BRSK1 a la fraccid particulada.

A
Domini Quinasa
Domini UBA
Cisteines

B 54 147153 191198 217258 295 328 364

c) (c)(c) (cXc) (c)(c) (c C C
.. . Domini
BRSK1 Domini N-terminal [ 778

Regi6é C-terminal

Fig. R12: Localitzacié dels residus de cisteines de BRSK1. A) Model d’estructura
tridimensional de BRSK1 generada amb I'algoritme I-TASSER. B) Esquema lineal de BRSK1
amb la localitzacio de les cisteines.
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-_—_: = L-- Thy (SDS Membr.)

Fig. R13: La localitzacié particulada del domini quinasa de BRSK1 no es veu afectada pels
mutants de cisteines en posicié 54 i 217. Cel-lules HEK293T que sobreexpressen el domini
quinasa de BRSK1 (Kin Dom) mutat en les cisteines 54, 217 o 54 i 217 van ser fraccionades
seguint el protocol descrit a Material i Metodes. La preséncia de les proteines indicades va
ser analitzada mitjancant immunoblot. Resultats representatius de 3 experiments
independents
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Gran diversitat de proteines com receptors (Zuckerman et al., 2011), proteines G
(Go and Mitchell, 2003) o quinases (Barylko et al., 2009) sén palmitoilades
simultaniament en més d’una cisteina. Aix0 provoca canvis en el transport, activitat i
localitzacio subcel-lular que no s’observen quan es donen palmitoilacions simples. Per
avaluar si aquest era el cas de la BRSK1, es van mutar les dues cisteines amb la
puntuacido més alta en I'analisi amb I'algoritme Css-Palm 3.0. (mutant Cys54-217Ser) i
es va estudiar la seva distribucio. En aquests cas tampoc s’observa cap canvi en la
localitzacio respecte a la forma no mutada. (Fig. R13, tercer panell).

Per ultim, es va generar el mutant no palmitoilable, on totes les cisteines van ser
mutades a serina (BRSK1 10 C—>S). Tampoc en aquest cas va canviar el patré de
localitzacio de la quinasa (Fig. R14).

D’aquests resultats es pot concloure que la palmitoilacié de BRSK1 no és necessaria
per a la seva localitzacié particulada. Experiments futurs aniran encaminats a avaluar si
la palmitoilacié de BRSK1 té efectes en |'activitat sinaptica i a estudiar si els mutants
generats tenen algun efecte en aquest procés o d’altres en qué les BRSKs han estat
involucrades.
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Fig. R14: La localitzacié particulada del domini quinasa o de la proteina BRSK1 salvatge no
es veu afectada pels mutants de cisteines. Cel-lules HEK293T que sobreexpressen el domini
quinasa de BRSK1 (Kin Dom) o la proteina salvatge (WT) amb les mutacions de les cisteines
indicades van ser fraccionades seguint el protocol descrit a Material i Métodes. La presencia
de les proteines indicades va ser analitzada mitjancant immunoblot. KD 8 C0S, mutant del
domini quinasa en queé les 8 cisteines han estat reemplacades per serina; WT 10 C0S, mutant
de la proteina salvatge en que les 10 cisteines han estat reemplagades per serina. Resultats
representatius de 2 experiments independents
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RESULTATS-PART 2:
UNIO AL SULFATID DE LES BRSKs
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PART 2: Estudi de la unio a lipids de les BRSKs

Com s’ha vist al capitol anterior una fraccié de la BRSK1 cel-lular s’associa a lipid
rafts i la unié a aquests microdominis de membrana modula la seva activitat. La
incubacié de BRSK1 amb vesicules generades amb els lipids provinents de lipid rafts
augmenta fins a 3 vegades l'activitat d’aquesta quinasa mesurada utilitzant dos
substrats diferents (Rodriguez-Asiain et al., 2011). Amb la finalitat de caracteritzar els
lipids implicats en aquesta activacié es van generar vesicules artificials formades amb
els lipids predominants als lipid rafts: colesterol, esfingomielina i fosfatidilcolina
(resultats de la Dra. Arantza Rodriguez). Amb aquestes vesicules només s’aconsegueix
augmentar dues vegades I'activitat de la BRSK1, en front de les 3 vegades obtingudes
amb els lipids extrets de les fraccions rafts (article annex 5, Fig 7B). Aix0 indicava que
era necessaria la presencia d’algun altre lipid de I'entorn raft per aconseguir una
activaciéo completa de BRSK1.

2.1. Unid de BRSK1 a la sulfogalactosilceramida sulfatid

Per a identificar els lipids que interaccionen amb BRSK1 es va utilitzar 'anomenat
protein-lipid overlay assay. Aquest assaig consisteix en incubar la proteina a estudiar
amb una membrana que conté diversos lipids immobilitzats. Per determinar a quins
lipids s’ha unit la proteina, la membrana s’incuba amb un anticos especific contra la
proteina i es detecta de manera analoga a un western blot.

Les Sphingostrips son membranes hidrofobiques de nitrocel-lulosa amb 15 lipids
incorporats (100 pmols per lipid). Entre ells hi trobem els lipids principals de lipid rafts,
com el colesterol, esfingomielina i gangliosids, principals candidats a unir BRSK1.

Membrane lipid strips GST BRSK1
Sphingosing wm o O —_— MSG-GM1 = _— —_— : —_—
S1P — (:) O — DG-GD3 —_ —_— _— —
Phsp — | (O () |— Suffatide  — - - 0 |-
Ceramide — | () () [=— Psychosine — - - -
SM — | (O (O |—cholesterol = - - -
SPC —| () () |=LPC — —_ —_ —_
tPA —| O (O |=PC - - - -
MyrioSine mm (:} O — Blank —_ —_ —_ _—

Fig. R15: BRSK1 uneix la sulfogalactosilceramida sulfatid en assajos de lipid-protein overlay
assay. Es va incubar 1 ug de GST-BRSK1 purificada de bacteri amb membranes Sphingostrip
comercials que contenen els lipids indicats, i la unio als lipids immobilitzats es va visualitzar
utilitzant anticossos contra GST, segons el protocol descrit a Materials i Métodes. Com a
control negatiu es va utilitzar GST purificada de bacteri. S1P, esfingosina 1-fosfat; PhSp,
fitoesfingosina; SM, esfingomielina; SPC, esfingosilfosforilcolina; LPA, acid lisofosfatidic;
MSG-GM1, monosialogangliosid-GM1; DG-GD3, disiagangliosid-GD3; LPC, lisofosfatidilcolina;
PC, fosfatidilcolina. Resultats representatius de 2 experiments independents.
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Per a la identificacié de lipids que interaccionen amb BRSK1, es va utilitzar GST-
BRSK1 expressada en E. Coli i es va incubar amb les membranes Sphingostrips, i la
fixacid de la proteina a lipids es va detectar amb un anticos especific per a GST. Com a
control negatiu es va utilitzar GST pura, que com es mostra a la figura R15 (GST), no
uneix cap dels lipids presents a la membrana. En canvi, al incubar en paral-lel GST-
BRSK1, cap dels lipids esperats (colesterol, esfingolipids o gangliosids) va unir la
quinasa. En canvi, BRSK1 uneix sulfatid (3-O-sulfogalactosilceramida), Fig. R15 (BRSK1).

Per valorar l'especificitat d’aquesta unié es va determinar el rang de
concentracions de sulfatid en que es produia la interacci6 amb BRSK1 i es va
comprovar si s’obtenien resultats similars amb altres proteines de la mateixa familia,
com BRSK2 o MARKA4, i altres proteines quinases evolutivament més allunyades, com
PKBa o ERKS5.

Es van aplicar diferents quantitats de fosfatidilcolina (control negatiu) i sulfatid
sobre membranes de nitrocel-lulosa Hybond-C i es van incubar amb la proteina
recombinant corresponent. A la figura R16 mostra com BRSK1 i BRSK2 uneixen
sulfatid, mentre que les altres quinases assajades ho fan pobrament (MARK4) o bé no
I'uneixen (PKBa i ERK5).

PC Sulf BRSK1 BRSK2  MARK4 PKB a ERKS

500 pmols —
250pmolS =
125pmols

63pmols =
32pmols

16pmols

ONONONONONONG
CHONONONONONG

8pmols =

Fig. R16: BRSK1 i BRSK2 uneixen sulfatid especificament. Es van immobilitzar diferents
quantitats de fosfatidilcolina (PC) i sulfatid (Sulf) en membranes de nitrocel-lulosa Hybond-C i
es van incubar amb les proteines quinases indicades (fusionades a GST). La unié de la
proteina al lipid immobilitzat es va visualitzar mitjancant anticos contra GST, segons el
protocol descrit a Materials i Metodes. Resultats representatius de 3 experiments
independents.

Sandhoff et al. han definit les seqiéncies consens d’unié al sulfatid com a
XBXBXBX o XBBXBX (B, aa basic; X, qualsevol aa; (Sandhoff et al., 2005)). Mentre BRSK1
i BRSK2 tenen varies sequliéncies consens d’unid al sulfatid en la seva regié C-terminal,
en MARK4 aquestes sequencies es troben dins del domini quinasa, la qual cosa
suggereix que en aquest enzim la seva funcié no estigui relacionada amb la unié al
sulfatid.

Donat el paper de BRSK1 en la regulacio de la transmissié sinaptica (Inoue et al.,
2006), també es va estudiar si altres proteines implicades en aquesta funcidé uneixen
sulfatid. De les tres proteines assajades, sinaptobrevina-2 i Munc-18 uneixen sulfatid,
encara que aquesta Ultima amb una afinitat més baixa. Per altra banda, la Sintaxina-1a
(proteina que s’ha vist al laboratori que és fosforilada per BRSK1) no uneix el lipid (Fig.
R17). El fet que algunes proteines de la sinapsis uneixin sulfatid, suggereix que aquest
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lipid pot tenir un paper en l'anclatge d’alguns dels components de la maquinaria
sinaptica en regions concretes de la membrana.

Fig. R17: Sinaptobrevina2 i, en menor
mesura Muncl8, uneixen sulfatid. Es

PC_Suf ~ SyxlA ~ Synbrv2 = Muncl8 van immobilitzar diferents quantitats

—

500 pmols— () () |- — . - —  de fosfatidilcolina (PC) i sulfatid (Sulf)
250pmols 4 ) (O H e . | _ en membranes de nitrocel-lulosa
125pmols | o b a a _ Hybond-C i es van incubar amb les
proteines implicades en la sinapsis

63pmols— O O — ~ —  neuronal indicades (fusionades a GST).
32pmols— O O — - — La uni6 de la proteina al lipid
6pmols— O O — - —  immobilitzat es va  visualitzar
gomols—| O O H _ n _  mitjancant anticos contra GST, segons
el protocol descrit a Materials i

Meétodes. Resultats representatius de
3 experiments independents.

El sulfatid és un lipid amb carrega negativa. Aquest fet va fer plantejar-nos si la
BRSK1 podria unir altres lipids amb carregues negatives, com soén els fosfoinositids. Per
comprovar-ho, es van utilitzar les membranes PIP strips, que contenen diferents
fosfatidilinositols a més d’altres lipids biologicament rellevants. Com a control positiu
es va utilitzar la proteina PLC®1, la qual s’uneix especificament al PI(4,5)P2. Com
mostra la figura R18 cap dels lipids presents en les PIP strips uneix BRSK1. Aquest
resultat suggereix que la unié BRSK1-sulfatid és especifica.

PIP strips PLC31 BRSK1
e

A= (O O |—5sP —_ —_ —_ —_
tPC—| O (O [=PBaP2 — —_ —_ —_
PP O O |—=PiBHP2 — —_ —_ —_
PIBP—=| O (O |—P@sP2 =— ® |- - -
PIP—=| (O () |=—PIB45)P2 — - - -
PEP—=| O (O [—PA - - - -
PE—| (O (O |=Ps —_ —_ —_ —_
PC—| (O () |—Blank - - - -

Fig. R18: BRSK1 no uneix fosfatidilinositols. Es va incubar 1 pg de GST-BRSK1 purificada de
bacteri amb membranes PIP strips comercials que contenen els lipids indicats, i la unié als
lipids immobilitzats es va visualitzar utilitzant anticossos contra GST, segons el protocol
descrit a Materials i Métodes. Com a control positiu es va utilitzar PLC61, que uneix P1(4,5)P2
especificament. S1P, esfingosina 1-fosfat; LPA, acid lisofosfatidic; LPC, lisofosfatidilcolina; PC,
fosfatidilcolina; PE, fosfatidileetanolamina; PI, fosfatidilinositol; PA, acid fosfatidic; PS,
fosfatildilserina. Resultats representatius de 2 experiments independents.
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2.2. Caracteritzacio de la regié d’unio al sulfatid de BRSK1

Seguidament es va caracteritzar la regiéo de BRSK1 implicada en la unid al sulfatid.
Per aix0 es van generar diferents mutants de delecié de la quinasa i posteriorment es
va analitzar la seva unid al sulfatid. Es van clonar com a proteines de fusié a GST el
domini quinasa i la regié C-terminal. Dins d’aquesta ultima regié també es van generar
tres fragments, corresponents al domini d’unié a ubiquitina (UBA) (Jaleel et al., 2006) i
les regions conservades SCR1 i SCR2 (short conserved regions 1 i 2) (Crump et al., 2001)
(Fig R19A). Els diferents fragments es van expressar en bacteris i un cop purificats es va
analitzar la seva puresa en gels d’acrilamida (Fig. R19B).
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Fig. R19: Analisis d’unié al sulfatid de diferents mutants de delecci6 de BRSK1. A)
Representacié esquematica dels mutants de delecci6 de BRSK1 generats. B) Analisi

electroforetic dels mutants de deleccid generats.

Cel-lules d’E.coli

BL21 van ser

transformades amb els vectors que codifiquen pels mutants de deleccié indicats fusionats a
GST, les proteines expressades van ser purificades amb resina glutatié sefarosa i la seva
puresa va ser avaluada mitjangant electroforesi en SDS-PAGE i tinci6 de Coomassie. El
recuadre indica la proteina de fusid que presenta el pes molecular esperat. C) Analisis
mitjangant lipid-protein overlay assay de la unié al sulfatid dels diferents mutants de deleccio
obtinguts, segons el protocol descrit a Materials i Métodes. Resultats representatius de 5

experiments independents.

Els productes obtinguts es van incubar amb membranes que contenien diferents
quantitats de fosfatidilcolina i sulfatid. La figura R19C mostra que el domini quinasa (aa
1-295) no uneix sulfatid mentre la cua C-terminal (aa 296-778) si ho fa. Dins d’aquesta
regié C-terminal, les dues zones d’unié son la regié SCR2 (aa 548-728) i en menor
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mesura la regié SCR1 (aa 296-400). En canvi, el domini UBA (aa 304-366) no uneix
sulfatid.

Per corroborar aquests resultats es va utilitzar I'assaig d’unié a liposomes (Drahos
et al., 2009). Es van generar liposomes amb els lipids fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina i colesterol (cap d’aquests lipids uneix BRSK1, Fig R15) amb i
sense sulfatid. Aquests liposomes es van incubar amb els diferents fragments de BRSK1
generats i després d’una centrifugacidé es va analitzar la seva presencia al pellet i al
sobrenedant. En els casos en que hi ha interaccié entre proteina i lipid, es detecta la
proteina al pellet, mentre que quan no interaccionen, aquesta es manté al
sobrenedant (esquematitzat a Fig. R20A).
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Fig. R20: Analisis d’uni6 al sulfatid de diferents mutants de deleccié de BRSK1 en assajos
d’unié a liposomes. A) Representacid esquematica de I'assaig d’unié a liposomes. Els
liposomes generats amb i sense sulfatid s’incuben amb la proteina i després d’una
centrifugacié s’analitza la presencia de la proteina al pellet (que conté els liposomes
precipitats) i al sobrenedant. B) Analisi de la unié al sulfatid en assajos d’unié a liposomes. Els
mutants de deleccié de BRSK1 indicats van ser incubats amb liposomes amb sulfatid (+
sulfatid) o sense (- sulfatid) i la preséncia de proteina al sobrenedant (S) i pellet (P) va ser
analitzada mitjangant electroforesis SDS-PAGE i tincidé de Coomassie. La grafica superior
mostra la densitometria relativa de I'experiment realitzat amb liposomes que contenen
sulfatid. Resultats representatius de 3 experiments independents.
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Amb el I'assaig d’unié a liposomes es van obtenir els mateixos resultats que els
observats amb el protein-lipid overlay assay (Fig. R19B). Aquest assaig confirma que els
dominis quinasa i UBA no uneixen sulfatid i per altra banda, que la cua C-terminal de
BRSK1 uneix sulfatid a través de la regié SCR2 i en menor mesura de la regié SCR1.
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Fig. R21: Analisi de la unié al sulfatid de les regions SCR1 i SCR2 de BRSK1. A i D) Seqliéncia
dels dominis SCR1 (A) i SCR2 (D) on es mostra els clusters d’aminoacids basics que presenten
les seqiiencies consens d’unié al sulfatid (requadre taronja). També es mostra clusters
d’aminoacids basics que no presenten seqiéencies consens d’unid al sulfatid (requadre blau).
B i E) Representacio esquematica de la posicié dels clusters d’aminoacids basics. El punt
vermell indica el cluster d’aminoacids basics mutat (on els residus basics han estat mutats a
glutamina). C i F) Assajos de protein-lipid overlay assay (panells superiors) i d’unié a
liposomes (panells inferiors) dels mutants generats. S, sobrenedant; P, pellet. Resultats
representatius de 3 experiments independents.

L'analisi de les seqiiencies aminoacidiques dels dominis SCR1 i SCR2 mostren
diverses regions fortament basiques. Per avaluar la implicacié d’aquestes regions en la
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unio al sulfatid, es van generar diferents mutants on els aminoacids basics lisina i
arginina es van canviar a glutamina. Amb aquest canvi les cadenes laterals amb carrega
positiva sén substituides per una cadena lateral llarga, perd en aquest cas no esta
carregada.

El domini SCR1 conté 3 regions basiques, dues de les quals es troben dins del
domini UBA (Fig. R21A). Es van generar el doble mutant juntament amb els mutants
individuals d’aquestes regions (Fig. R21B) i es va analitzar la seva capacitat d’unié al
sulfatid mitjangant I'assaig d’unié a liposomes i el protein-lipid overlay assay. Com es
mostra a la figura R21C, les proteines que tenen mutada una d’aquestes dues regions
presenten una lleugera disminucié en I'afinitat pel sulfatid, que es veu augmentada
amb la mutacié d’ambdues regions.

Per altra banda també es va estudiar la regid SCR2 de BRSK1, que presenta dos
clusters d’aminoacids basics. El canvi dels aminoacids basics d’ambdds clusters per
glutamina aboleix la unié d’aquest fragment al sulfatid (Fig. R21F).

Aquests resultats demostren que BRSK1 té diverses regions que uneixen sulfatid
gue coincideixen amb zones riques en residus basics.

A continuacio, es va intentar obtenir péptids curts per tal de ser utilitzats com a
sondes que permetessin la deteccid i quantificacio del sulfatid en mostres biologiques.
Donat que anteriorment haviem comprovat que les regions amb clusters de residus
basics son indispensables per a la unié al sulfatid, es van dissenyar dos peptids
corresponents a cada un dels clusters basics de la regié SCR2 (Fig. R22A). Aquestes
dues regions presenten estructura secundaria segons la prediccid de l'algoritme I-
TASSER (Fig. R22B). Al realitzar els assajos amb liposomes i d’unidé lipid-proteina
observem com a diferéncia del domini SCR2, cap de les dues sondes obtingudes uneix
sulfatid (Fig. R22C).

En resum, els resultats obtinguts suggereixen la importancia de I'estructura a més
de les carregues positives per a una correcta unio al sulfatid.
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Fig. R22: Analisi de la unid al sulfatid de sondes peptidiques derivades del fragment SCR2
de BRSK1. A) Es mostra amb requadre vermell la seqiiencies de les dues sondes que
contenen els clusters d’aminoacids basics que uneixen sulfatid. B) Prediccié de I'estructura
de la regié SCR2 i de les dues sondes proteéiques generades. C) Assajos de protein-lipid
overlay assay (panells superiors) i d’'unié a liposomes (panells inferiors) dels mutants
generats. S, sobrenedant; P, pellet. Resultats representatius de 3 experiments independents.
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2.3. Estudi de la modulacié del sulfatid sobre BRSK1

Un cop determinat que BRSK1 uneix sulfatid ens vam preguntar si aguesta unio
afectava l'activitat de I'enzim. Per comprovar aquesta hipotesi es va realitzar un assaig
in vitro d’activitat quinasa en presencia dels liposomes utilitzats en I’assaig d’unio a
liposomes.

En primer lloc es va avaluar I'autofosforilacié de BRSK1. Per fer-ho, després pre-
incubar una preparacio activa de BRSK1 amb tampd o amb liposomes control o amb
sulfatid, s’hi va afegir [y->2P]-ATP i Mg®". Un cop aturada la reaccid, la mescla es va
separar per electroforesi i es va quantificar la radioactivitat incorporada a BRSK1.

La incubacié de liposomes amb sulfatid augmenta aproximadament 3,5 vegades
I’autofosforilaciéo de BRSK1 in vitro (Fig. R23A). El fet que els liposomes control (sense
sulfatid) no presentin efecte en I'activitat BRSK1, demostra I'especificitat del sulfatid
com a activador d’aquesta quinasa.
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Fig. R23: El sulfatid augmenta [I'activitat quinasa de BRSK1 jn vitro. A) Assaig
d’autofosforilacié de BRSK1. 2 ug de BRSK1 activa i pura es van incubar amb tampé o amb
liposomes control (sense sulfatid) o liposomes amb sulfatid. La reaccié es va iniciar amb [y-
32P]-ATP i Mg2+, i després de separar en gel d’SDS-PAGE i tinci6 amb Coomassie (panell
inferior), I'activitat autofosforilant de BRSK1 va ser monitoritzada mitjangant autoradiografia
(panell superior). Cada una de les bandes va ser retallada i la incorporacié de 32P va ser
quantificada mitjangant conteig de centelleig. La grafica superior mostra els resultats
normalitzats respecte el control (incubacié amb tampd). B) Assaig d’activitat quinasa de
BRSK1 utlitzant Tau com a substrat. 100 ng de BRSK1 activa i pura i 100 ng de Tau es van
incubar amb tampd o amb liposomes control (sense sulfatid) o liposomes amb sulfatid. La
reaccié es va iniciar amb ATP i Mg2+, i després de separar en gel d’SDS-PAGE, els nivells
proteics i de fosforilacié de Tau i BRSK1 van ser analitzats amb els anticossos indicats. La
grafica superior mostra la densitometria de les bandes normalitzades respecte el control
(incubacié amb tampd). Resultats representatius de 3 (A) i 4 (B) experiments independents.

A continuacid es va procedir a realitzar assajos quinasa utilitzant la proteina Tau.
Aquesta s’ha descrit com a substrat de BRSK1 in vivo, per mitja de la seva fosforilacio a
la Ser262 (Kishi et al., 2005). Després de pre-incubar BRSK1 i Tau en presencia de
liposomes, es va afegir a la reaccié ATP i Mg?* i es va analitzar la fosforilacié de Tau

60



Resultats

amb anticossos especifics que reconeixen la Ser262. La figura R23B mostra que la
incubacié de liposomes amb sulfatid amb BRSK1 resulta en un augment
d’aproximadament 10 vegades en la fosforilacié de la Ser262 de Tau. Aquest augment
en la fosforilacié podria ser causat per un efecte de proximitat entre Tau i BRSK1, per
aix0 es va estudiar si Tau també unia sulfatid. Per fer-ho, es van realitzar el lipid-
protein overlay assay i 'assaig d’unié a liposomes amb BRSK1 i Tau. La figura R24
mostra com Tau uneix el sulfatid pobrament, amb molta menys afinitat que BRSK1.

Fig. R24: Tau interacciona feblement
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independents.

El complex LKB1/STRAD/MO25, fosforila i activa BRSK1 (Lizcano et al., 2004). Dels
resultats obtinguts podem afirmar que l'activitat de BRSK1 per se esta modulada pel
sulfatid, perd no podem descartar que el sulfatid pugui també modular la fosforilacid
de BRSK1 pel complex trimeric LKB1. Per comprovar aquesta hipotesi, es va purificar el
complex LKB1-STRADa-MO25a a partir de cél-lules 293T que sobreexpressaven totes
tres proteines (Fig. R25A i B).
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Fig. R25: El sulfatid no modula I’activacié de BRSK1 per LKB1. A) Analisi electroforetic i
tincié de Coomassie del complex trimeéric LKB1-STRAD-MO25. B) Immunoblot del complex
trimeric LKB1-STRAD-MO25 utilitzant els anticossos contra GST (LKB1), Myc (MO25) i Flag
(STRAD). C) Assaig d’unid a liposomes d’LKB1, STRAD i MO25. S, sobrenedant; P, pellet. D)
Assaig radiomeétric de fosforilaci6 de BRSK1 per LKB1. 2 pg de BRSK1 no fosforilada
(purificada de bacteris) es van incubar amb 1 pg del complex LKB1-STRAD-MO25 juntament
amb tampd o amb liposomes control (sense sulfatid) o liposomes amb sulfatid. La reaccié
es va iniciar amb [y-32P]-ATP i Mg2+, i després de separar en gel d’SDS-PAGE i tincié amb
Coomassie (panell central), I'activitat autofosforilant de LKB1 (panell inferior) i la
fosforilacié de BRSK1 per LKB1 (panell superior) van ser monitoritzades mitjangant
autoradiografia. Cada una de les bandes de BRSK1 va ser retallada i la incorporacié de 32P
va ser quantificada mitjangant conteig de centelleig. La grafica superior mostra els resultats
normalitzats respecte el control (incubaciéo amb tampd). Resultats representatius de 2 (C) i
3 (D) experiments independents.

En primer lloc es va estudiar si el sulfatid unia LKB1, STRADa i MO25a, mitjancant
I'assaig d’unid a liposomes. Com mostra la figura R25C, cap de les tres proteines uneix
sulfatid.

Seguidament es va determinar si la preséencia de sulfatid afavoria la fosforilacié de
BRSK1 per LKB1. Per aix0 es va realitzar un assaig de fosforilacié de BRSK1 pel complex
LKB1 utilitzant BRSK1 inactiva purificada a partir de bacteris seguint el procediment
descrit a Material i Metodes. Al contrari dels resultats obtinguts amb els experiments
de modulacié de [l'activitat de BRSK1 per sulfatid, no s’observen diferéncies
significatives en la fosforilaci6 de BRSK1 pel complex LKB1-STRADa-MO25a en
presencia de sulfatid (Fig. 25D). Aixd permet concloure que el sulfatid no modula
I'activacié de BRSK1 per LKB1.

2.4. Distribucio de sulfatid en cultius

El sulfatid és el lipid majoritari de la mielina, pero també ha estat descrit a
neurones i astrocits (Berntson et al., 1998; Pernber et al., 2002; Molander-Melin et al.,
2004; Isaac et al., 2006; Velasco et al., 2013).

El nostre objectiu inicial va ser estudiar la distribucié del sulfatid en neurones i
comprovar si existia una co-localitzaci6 amb BRSK1 en aquest tipus cel-lular. Per
analitzar-ho, es van utilitzar cultius primaris de neurones corticals i un anticos
monoclonal especific contra el sulfatid, Sulphl. L’avaluacié de la unié de I'anticos Sulphl
a diferents lipids similars estructuralment al sulfatid suggereix que reconeix la
galactosa 3-O-sulfat, aixi com una regié de la ceramida del sulfatid (Fredman et al.,
1988).

La figura R26A (panell superior) mostra I'abséencia de tincid per sulfatid en
neurones corticals diferenciades a 7 DIV. Amb la finalitat de validar I'is de I’anticos
Sulphl en cel-lules en cultiu es van realitzar analisis immunocitoquimics d’astrocits
corticals i oligodendrocits de rata, cel-lules en les que s’ha descrit la presencia del
sulfatid. Tant en astrocits GFAP-positius (Fig. R26A, panell central) com per
oligodendrocits GalC positius (Fig. R26A, panell inferior) s’observa un patrd de tincio
pel sulfatid similar al descrit per altres autors (Berntson et al., 1998).
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Fig. R26: Estudi de la distribucié del sulfatid en diferents tipus cel-lulars neuronals
mitjan¢ant assajos immunocitoquimics utilitzant anticos contra el sulfatid Sulphl. A)
Distribucio del sulfatid en cultius de neurones corticals (7 dies de diferenciacio), astrocits
primaris i cultius enriquits en oligodendrocits de rata. Les cél-lules es van fixar i es va
analitzar la distribucié del sulfatid (verd) i els marcadors especifics de neurona (MAP2),
d’astrocits (GFAP) i oligodendrocits (GalC) en vermell. Els panells de I'esquerra mostren la
tincié de nuclis (Hoechst ,blau). B) Distribucié del sulfatid (verd) i BRSK1 (vermell) en
diferents dies de diferenciacio in vitro (DIV) de neurones corticals de rata. Els nuclis es
mostren en blau (Hoechst ) i els panells inferiors mostren la superposicio de les tincions
(merged). L'escala representa 20 um. Resultats representatius de 3 (A) i 2 (B) cultius.

Davant la impossibilitat de detectar sulfatid en neurones corticals diferenciades
durant 7 DIV amb I'anticos Sulphl, ens vam plantejar estudiar si en aquest tipus
cel-lular els nivells de sulfatid variaven durant els diferents estadis de
desenvolupament. Aixi, es van fixar cultius de neurones corticals a diferents DIV i el
contingut de sulfatid es va analitzar amb I'anticos Sulphl. La doble tincié de les
neurones a 2, 4, 7 i 11 DIV amb els anticossos contra BRSK1 (vermell) i Sulphl (verd),
mostra com BRSK1 esta distribuida basicament al soma als estadis inicials, mentre que
després de 7-11 DIV, també és detectada als compartiments axo-dendritics seguint un
patré puntuat, com ha estat descrit (Inoue et al., 2006; Rodriguez-Asiain et al., 2011).
En canvi, no s’observa tincié per sulfatid en cap dels estadis analitzats (Fig. R26B).

Ja que la preséncia de sulfatid havia estat descrita en neurones (Berntson et al.,
1998; Pernber et al., 2002; Molander-Melin et al., 2004; Isaac et al., 2006; Velasco et
al., 2013), es va considerar si els nivells en neurones en cultiu estaven per sota del limit
de deteccié de I'anticds. Per tal de quantificar els nivells de sulfatid en els diferents
tipus cel-lulars, es van extreure els lipids amb metanol:cloroform i es van aplicar sobre
membranes de nitrocel-lulosa Hybond-C, que contenien com a patré quantitats
conegudes de sulfatid. Posteriorment les membranes es van incubar en presencia de
I’anticos contra sulfatid i un anticos secundari acoblat a peroxidasa. Aquesta técnica,
posada a punt al laboratori, permet una quantificacié acurada dels nivells de sulfatid
(Fig. R27A). Els extractes de cultius enriquits en oligodendrocits contenen més sulfatid
que els astrocits, mentre que no es va detectar senyal en els lipids obtinguts de cultius
neuronals (Fig. R27B). L’analisi densitométric del senyal obtingut amb concentracions
de sulfatid conegudes permet la realitzacié d’'una recta patré i la quantificacié en les
mostres problema (Fig. R27C). Aixi, la concentraciéd de sulfatid present als cultius
d’astrocits és de 22,01 pmols/ul, mentre que pels oligodendrocits és de 47,71
pmols/pl.
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Fig. R27: Quantificacié dels nivells de sulfatid d’extractes cel-lulars utlitzant I'anticés
Sulphl. A) L’anticos Sulphl reconeix sulfatid immobilitzat en membrana. Membranes de
nitrocel-lulosa Hybond-C on es va immobilitzar les quantitats indicades de fosfatidilcolina o
sulfatid van ser incubades amb I'anticds anti-Sulphl i després d’incubar amb anticos
secundari i la unié del Sulphl al sulfatid es va detectar per quimioluminiscéncia segons la
metodologia descrita a Material i Métodes. B) Les quanitats d’extractes lipidics de cultius
de neurones, astrocits i oligodendrocits de rata es van immobilitzar en membrana de
nitrocel-lulosa Hybond-C que contenia les quantitats indicades de sulfatid. La deteccio del
sulfatid es va realitzar amb I’anticos Sulphl segons el protocol descrit a A. C) Quantificacié
dels nivells de sulfatid d’extracte cel-lulars. El senyal obtingut amb diferents concentracions
de sulfatid en B) van ser ulitizades per generar una recta patro, i els valors obtinguts pels
diferents extractes cel-lulars van ser interpolats per tal d’obtenir les quanitats de sulfatid
cel-lulars. En verd es mostra la interpolacié per les mostres d’astrocits i en vermell la
d’oligodendrocits. Resultats representatius de 2 experiments independents.

En conjunt, aquests resultats demostren que els nivells de sulfatid presents en
neurones estan per sota del limit de deteccid de I'anticos Sulphl.

2.5. Estudi de la distribucié de BRSK1 en diferents tipus neuronals

GFAP
BRSK1

BRSK1

Fig. R28: Distribucié de BRSK1 en diferents tipus cel-lulars. Microscopia de fluoresencia de
cultius de les cél-lules indicades utilitzant I'anticos contra BRSK1 i els marcadors especifics:
MAP2 (neurones), GFAP (astrocits), GalC (oligodendrocits) i Cd11b (microglia). En blau es
mostra els nuclis (Hoestch). L'escala representa 20 um. Resultats representatius de 8
(neurones), 5 (astrocits), 3 (oligodendrocits i microglia) cultius independents.

sobI0 S10011SY SauoJnaN

el|60IoIN



Resultats

Com s’ha mostrat a la figura R26 i R27, el astrocits i els oligodendrocits
presenten nivells elevats de sulfatid, cél-lules en les que no s’ha descrit la presencia de
les BRSKs. Es per aquest motiu que ens vam plantejar si les cél-lules glials expressen
BRSK1. La figura R28 demostra la presencia de BRSK1 en cultius purs de astrocits
(cél-lules GFAP positives) i cultius enriquits en oligodendrocits (cel-lules GalC positives)
i microglia (cél-lules Cd11b positives). Aquesta observacié demostra que la BRSK1 es
troba en cel-lules glials. Sera de gran interes estudiar si la interaccié amb sulfatid juga
un paper rellevant en I'anclatge i modulacié de l'activitat de BRSK1 en aquests tipus
cel-lulars.

2.6. BRSK1, sulfatid i lipid rafts.

Al comengament d’aquest capitol s’exposava la possibilitat que I’activitat BRSK1
fos modulada per algun lipid contingut als lipid rafts. Els resultat obtinguts apuntarien
al sulfatid per realitzar aquesta funcid. Ohta i col-laboradors van determinar Ia
composicio lipidica dels lipid rafts d’esperma d’ericd de mar. Entre els gangliosids i els
sulfatids sumen més del 50% dels glicoesfingolipids dels lipid rafts, descrivint per
primera vegada la preséncia d’aquest lipid en aquests microdominis de membrana
(Ohta et al., 1999).

En aquest treball, s’ha corroborat la preséncia de sulfatid als lipid rafts en
mostres de rafts de sinaptosomes de rata per mitja de I'anticos Sulphl. Aquest anticos
només detecta el lipid en les fraccions raft pero no en la fraccié soluble (Fraccio no
raft, Fig. 29A). Per altra banda, utilitzant el lipid-protein overlay assay i els mutants de
delecié de la BRSK1 obtinguts vam analitzar I'associacio a lipid raft dels diferents
fragments de la quinasa. Com es mostra a la figura 29B, la proteina sencera uneix
Unicament a la fraccid raft, essent el fragment SCR2 la principal regié implicada en
aquesta associacio.
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rafts. A) Els lipid rafts contenen sulfatid. Els
B lipids de la fracci6 de membrana “raft” i “no
GST raft” van ser extrets, immobilitzats en
membranes Hybond-C i la presencia de
* 1778 (WT) sulfatid va ser detectada amb [I'anticos
Sulphl segons el protocol descrit a Material i
1-295 Metodes. B) Assaig de lipid-protein overlay
assay amb lipids extrets de lipid rafts
Mutants de . |206.778 immobilitzats en membranes Hybond-C i els
deleccié de mutants de deleccid de BRSK1 indicats
fusionats a GST. Resultats representatius de
BRSK1 UBA 3 (A) i 4 (B) experiments independents.
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2.7. Estudis de cristal-litzacié del domini SCR2 de BRSK1

Com s’ha mostrat, el principal domini d’unié de BRSK1 al sulfatid és I'SCR2. A
més, és la regidé identificada com a principal responsable de la localitzacié puntuada de
BRSK1 en neurones hipocampals en cultiu (Inoue et al., 2006). Es per aquest motiu que
ens vam plantejar resoldre I'estructura d’aquesta regio per técniques de cristal-litzacio
de proteines.

Per a la cristal-litzacio, és necessaria una gran quantitat de proteina i una alta
concentracid de la mostra inicial. En col-laboraciéo amb el grup del Dr. David Reverter
(Unitat de Proteomica Aplicada i Enginyeria de Proteines de I'Institut de Biotecnologia i
Biomedicina de la UAB), es va dissenyar una estratégia per a I'obtencié de grans
quantitats del domini SCR2 de BRSK1.

- Obtencio de la proteina His-SUMO-SCR2

Per aixo s’utilitza un sistema de expressid en bacteris del fragment SCR2
fusionat a I'extrem C-terminal de la proteina 6His-SUMO. Pel clonatge del fragment
SCR2 s'utilitza el vector pET28b-SUMO que porta incorporada la seqiiencia de SUMO
amb les sis histidines a I'extrem N-terminal. La preséncia d’aquestes histidines permet
la purificacié de la proteina en una resina de Ni**-Agarosa. Un cop purificada, la
proteina és tallada per la proteasa especifica de SUMO SENP2. Aquesta proteasa
reconeix I'extrem C-terminal de SUMO, deixant exposat un motiu di-glicina. Amb aixo
es separa el fragment SCR2 del fragment His-SUMO.

Per tal d’optimitzar el procediment es van realitzar proves a petita escala. La
figura R30 mostra com després de passar |'extracte bacteria per la resina, desapareix
la banda corresponent a His-SUMO-SCR2 (carril 2 respecte carril 1). Després de eluir
amb imidazol s’obté una banda principal corresponent al pes molecular d’His-SUMO-
SCR2 (aprox 37 kDa) i unes bandes de pes molecular mes baix (carril 3). El carril 4
mostra els dos fragments d’aproximadament 17 i 20 kDa obtinguts després del tall
amb la proteasa SENP2.

Marcador

Extracte previ puri
Extracte després puri
Elucié SCR2

Tall SENP2

Fig. R30: Purificacio de la regi6 SCR2 de
BRSK1. Tinci6 de Coomassie de |'analisis de
I'electroforesis SDS-PAGE de les diferents
W etapes de la purificacié de SCR2. La proteina
- T HISSUMOSCRZ His-SUMO-SCR2 es va expressar en cel-lules
: E. coli BL21 i es va purificar en resina de

Ni2+-agarosa. La proteina eluida amb
; <—SCR2 imidazol (carril 3) es va tallar amb Ia
: P «—His-sUMO proteasa SENP2 per obtenir el fragment
10 : SCR2 i el fragment His-SUMO (carril 4).
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- Separacio dels fragments His-SUMO del fragment SCR2

En un principi, a I’'hora de separar SCR2 de His-SUMO es va optar per realitzar una
cromatografia d’intercanvi ionic, donada la gran diferéncia entre els punts isoelectrics
d’aquests dues proteines (5,97 per His-SUMO i 9,74 per I'SCR2). No obstant, durant el
procés de dialisi per separar aquestes proteines de les sals i I'imidazol es va apreciar
I"aparicié d’un precipitat, pel que es va determinar la solubilitat d’aquestes proteines a
diferents concentracions de sal. Per fer-ho, les proteines eluides de la columna de Ni?*-
agarosa es van dialitzar en front de dues concentracions de sal i després de centrifugar
es va analitzar mitjangant electroforesis la distribucié d’ambudes proteines al pellet i al
sobrenedant. A 100 mM de NaCl, gran part del fragment SCR2 precipita (carril 2, banda
superior), mentre que His-SUMO és completament soluble (carril 1, banda inferior). En
canvi, al treure la sal del tampd, el fragment SCR2 precipita (carril 4 banda superior)
(Fig. R31A).
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Fig. R31: Efecte de NaCl en la solubilitat de la regié SCR2 de BRSK1 i His-SUMO. A) La
regié SCR2 purificada segons el protocol descrit a la figura 30 es va dialitzar amb tampd
amb/sense 100 mM NaCl, i després de centrifugar 5 min a 10.000 g es va analitzar la
preséncia de les proteines indicades es va monitoritzar mitjancant analisis electroforetic
SDS-PAGE i tincié de Coomassie. B) Separacio de la proteina His-SUMO del fragment SCR2
mitjancant una cromatografia d’afinitat Ni*"-agarosa. La mescla de His-SUMO i de SCR2
obtinguda després de tallar amb la proteasa SENP2 es aplicar a una columna d’afinitat
Ni**-agarosa. El carril 2 mostra la proteina no retinguda (Flow-through) i el carril 3 mostra
la proteina eluida amb 200 mM d’imidazol, segons el protocol descrit a Material i
Metodes.

La baixa solubilitat del fragment SCR2 a concentracions baixes de sal va fer
impracticable la realitzacié d’'una cromatografia d’intercanvi ionic. Per aixd es va
decidir utilitzar una columna de Ni2+—Agarosa per atrapar el fragment His-SUMO i eluir
el fragment SCR2. Aixi, un cop obtinguda la proteina His-SUMO-SCR2, es va dialitzar en
preséncia de sal i es va tallar amb SENP2, abans d’apicar-la a la columna de Ni**-
agarosa. A [l'analitzar les diferents fraccions eluides es va observar que
malauradament, el fragment SCR2 s’unia inespecificament a la columna (Fig. R31B). La
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major part del fragment SCR2 queda unit a la columna i només és eluit amb imidazol
(carril 3), mentre que la fraccié que no s’uneix a la columna (carril 2) és molt petita
respecte al total (carril 1).

Amb aquesta estrategia només es podien obtenir petites quantitats de proteina
pura, aixi que també es va descartar per obtenir la mostra per a la cristal-litzacié. Tot i
aixi, aquesta mostra es va utilitzar per fer una petita prova de dicroisme circular.

- Dicroisme circular del fragment SCR2 de BRSK1

El dicroisme circular és una técnica que es basa en I'absorcié diferencial de la llum
polaritzada per part de molecules asimetriques. Aquesta técnica ddéna informacié
sobre els percentatges dels diferents tipus d’estructura secundaria presents a les
proteines.

Per a fer I'espectre es va utilitzar una preparacié pura del fragment SCR2 a una
concentracié de 0.1 mg/ml en preséncia de 250 mM NaCl i B-mercaptoetanol (Fig.
R32A). Les dades de I'espectre obtingut es van analitzar amb el programa K2D2 (Perez-
Iratxeta and Andrade-Navarro, 2008). Els resultats indiquen que aproximadament un
80% del fragment esta estructurat en forma d’helix a i que el percentatge d’estructura
[ és inferior al 2% (Fig. R32B) (experiments realitzats amb Pablo Gallego, de la Unitat
de Proteomica Aplicada i Enginyeria de Proteines de I'Institut de Biotecnologia i
Biomedicina de la UAB).

A B [ Predicci6 helix a: 84,27% Fig. R32: Analisis  de
I'estructura secundaria per
dicroisme circular de la
regi6 SCR2. A) Analisis

Predicci6 fulla B: 1,24%

|Marcador
Mostra

%g ' ' electroforetic en gel d’SDS-
s . PAGE i tincié de Coomassie
jj - del fragment SCR2 de BRSK1
purificat segons la

5 = | metodologia descrita a la
20 -1 : . , figura 31B, B) Analisi per
10 [ | dicroisme circular del
Bl fragment  SCR2 (veure
Material i Metodes),

utilitzant I'algoritme K2D2.

Finalment, davant la impossibilitat d’obtenir el fragment SCR2 pur es va optar per
obtenir cristalls de His-SUMO-SCR2. Aixi, a partir d’'un cultiu de bacteris E. coli BL21
transformats amb el vector pET28b-SUMO-SCR2, es va purificar la proteina en una
columna de Ni2+—Agarosa i @ continuacid, es va realitzar una gel filtracié en Sephadex
G200 per tal d’eliminar els fragments de pes molecular inferior a 25 kDa. El perfil
d’elucié de la columna es mostra a la figura R33A i I'analisi de les diferents fraccions
mitjangant electroforesi i tincido de Coomassie a la figura R33B. Les fraccions 37 a 41 es
van ajuntar i concentrar fins aproximadament 10 mg/ml seguint el protocol descrit en
Material i Metodes. La puresa de la mostra va ser visualitzada per gel desnaturalitzant
PAGE i tincié de Coomassie (Fig. R33C).

69



Resultats

N 37 2015 kDa
100 ﬁ
I\
]: 11 His
| . PR BRIIILIIL L _ SUMo-
| & .29 12919:219200 2 0 ‘BSCR2(ul) BSA (ug)
80 \ = 3 O 0O O 0O O O O O O i=} (=} -
ST 2 3P T PO TOEEE E O S i on n
{1 S £ L& & & &Lk & & S 00 o « o
25
| 15 250
| i )
[ 75
60 { 5 e
| 50
| 3
'l,f - i o 37~ || g
/ 25
20 ) 25
2 el 20
o
1 . k]
ol o] sl el el ] s waste 10
140 160 180 200 200 240 260 280 m

Fig. R33: Purificacio per filtracio en gel de la proteina His-SUMO-SCR2. A) Perfil d’elucid
cromatografic. 12 mg de la proteina His-SUMO-SCR2 (input) van ser aplicats en una columna
de gel filtracié Sephadex 200 (HR) i es van recollir fraccions de 5 ml. B) Analisis electroforétic
en gel SDS-PAGE i tincié de Coomassie de les fraccions indicades. C) Analisis de la puresa de la
proteina His-SUMO-SCR2 purificada. Electroforesis de SDS-PAGE i tinciéd de Coomassie de les
quanitats indicades de His-SUMO-SCR2 purificada. Es mostra com a patrd la tincié de
diferents quantitats de la proteina BSA.

La proteina pura obtinguda amb aquest procediment es va utilitzar per assajar
diferents condicions de cristal-litzacié (sals, pH’s, precipitants i altres condicions
descrites a la seccié de Materials i Meétodes). Fins al moment no s’ha observat la
formacié de cristalls, fet que obligara a canviar la estratégia o assajar noves condicions.
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RESULTATS-PART 3:
UBIQUITINACIO | POLARITZACIO DE LES BRSKs
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PART 3: UBIQUITINACIO | POLARITZACIO DE LES BRSKs
3.1. Ubiquitinacié de les AMPK-related kinases

La distribucié asimeétrica de certes molecules dins la cel-lula aixi com la seva
compartimentalitzacié és una caracteristica de diferents processos fisiologics, com la
migracio i la polaritzacié neuronal. En aquest ultim participen centenars de proteines i
la quantitat de molecules disponibles i la localitzacié concreta durant el procés pot
engegar la maquinaria necessaria perque, per exemple, una neurita esdevingui axo. En
aquest sentit, el sistema ubiquitina-proteasoma (ubiquitin-proteasome system, UPS)
juga un paper important, marcant i senyalitzant a certes proteines per a la seva
degradacio al proteasoma, regulant aixi els nivells d’aquestes. Entre elles, trobem les
GTPases RhoA o RaplB (Wang et al., 2003; Bryan et al., 2005; Schwamborn et al.,
2007), la proteina scaffolding Par6 (Cheng et al., 2011) o la quinasa Akt (Yan et al.,
2006). Les BRSKs, com a moleécules reguladores del procés d’especificacié de I'axo,
resulten bones candidates a estar subjectes per ubiquitinacio.

Al 2008, Al-Hakim et al. van demostrar que varies proteines de la familia de les
AMPK estaven ubiquitinades in vivo (Al-hakim et al., 2008), entre elles les BRSKs. Per
altra banda, la ubiquitinacié degradativa de BRSK2 s’ha vist que juga un paper en la
regulacié del cicle cel-lular, procés controlat per E3 ubiquitina Iligases com APC/CeM (Li
et al., 2012) i Jab1 (Zhou et al., 2012).

Amb tot, ens vam proposar estudiar el paper de la ubiquitinacio de les BRSKs.

A + MG -MG B
HA-BIWT + - + + - + Ve
HA-B2WT + - +
HissUbwT - + + - + +
250—] H|S'Ub WT = + +
150— 250—
IP: His
100— WB: BRSK1 150—
_— - Ld ,
75— 100— IP: His
WB: BRSK2
250—] 75 — | e
150§ TOTAL
| LYsATE 75|l S| sRrsK2
100— ‘ BRSK1
75— i

Fig. R34: La inhibicié del proteasoma resulta en un augment de les espécies
ubiquitinades de la BRSK1 i BRSK2 sobreexpresades. A) Ubiquitinaci6 de BRSK1.
Cel-lules 293T que sobreexpressen HA-BRSK1 amb o sense His-Ubiquitina, van ser
tractades o no amb l'inhibidor del proteasoma MG-132 (10 uM 16 hores), van ser llisades
i les espécies ubiquitinades van ser purificades amb la resina Ni2+-agarosa. Els panells
superiors mostren la tincié per immunoblot de BRSK1 dels purificats, i el panell inferior
mostra el nivells de BRSK1 als llisats. B) Ubiquitinacié de BRSK2. Cel-lules 293T que
sobreexpressen HA-BRSK2 i/o His-Ubiquitina, tractades amb MG-132, van ser
processades com en A. Resultats representatius de 3 experiments independents.
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En primer lloc es va voler avaluar la ubiquitinacid de les BRSKs en la linia cel-lular
293T, on es va sobreexpressar BRSK1 juntament amb un vector codificant per la
ubiquitina fusionada a una cua d’histidines (His-Ub). L’assaig consisteix en fer un pull-
down amb resina Ni2+—agarosa, el que ens permet concentrar totes les proteines
ubiquitinades per posteriorment detectar la BRSK1 amb anticossos especifics. En els
casos indicats, es va afegir I'inhibidor del proteasoma MG-132, per evitar que la
proteina modificada per ubiquitinacié es degradés. Com es mostra a la figura R34A,
BRSK1 és ubiquitinada, malgrat que només es pot visualitzar quan es tracten les
cel-lules amb I'inhibidor del proteasoma MG-132. També ens vam proposar veure si la
ubiquitinacié era un fenomen compartit entre BRSK1 i BRSK2. Es va realitzar I'assaig
amb MG-132 i canviant BRSK1 per BRSK2, obtenint idéntics resultats (Fig. R34B)

La ubiquitinacié també s’observa al sobreexpressar el domini quinasa sense la cua
C-terminal (Fig. R35A), presentant bandes discretes corresponents a la proteina
conjugada a un o diversos ménomers d’ubiquitina.

Per altra banda, fa temps que es coneix una interconnexid entre els sistemes de
fosforilacié i ubiquitinacio, entre els quals s’exerceix una regulacié mutua (Zhimin and
Tony, 2009; Xia et al., 2009; Yang et al., 2010). En aquest sentit, vam estudiar si I'estat
d’activacido de BRSK1 podria afectar la seva ubiquitinacid. Per aix0 es va co-transfectar
el mutant inactiu de BRSK1 (T/A) junt amb His-Ubiquitina i es va realitzar |'assaig
d’ubiquitinacié. La BRSK1 sense activitat quinasa, com la seva homologa WT, és
ubiquitinada en cél-lules 293T en presencia d'MG-132 (Fig. R35B).

Tot junt demostra que BRSK1 i BRSK2 estan ubiquitinades en cél-lules HEK293T.
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Fig. R35: Analisis d’ubiquitinacié de BRSK1. A) Ubiquitinacié del domini quinasa de
BRSK1. B) Ubiquitinacié de una forma de BRSK1 constitutivament inactiva (Thri89Ala,
T/A). va Ceél-lules 293T que sobreexpressen el domini quinasa de BRSK1 (A) o BRSK1
constitutivament inactiva (B) amb o sense His-Ubiquitina, van ser tractades o no amb
I'inhibidor del proteasoma MG-132 (10 uM 16 hores), van ser llisades i les espéecies
ubiquitinades van ser purificades amb la resina Ni2+-agarosa. Els panells superiors
mostren la tincid per immunoblot de BRSK1 dels purificats, i el panell inferior mostra el
nivells de BRSK1 als llisats. Resultats representatius de 3 experiments independents.
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3.2. Identificacié de E3 ubiquitina lligases de les BRSKs

Durant el procés d’ubiquitinacid, I'especificitat de substrat ve donada per les E3
ubiquitina lligases. Donada la gran varietat de E3 lligases presents a la cél-lula i el paper
de les BRSKs durant la polaritat neuronal, ens vam centrar en tres E3 ubiquitina lligases
implicades en aquest procés: Smurfl (Wang et al., 2003; Bryan et al., 2005; Cheng et
al., 2011), Smurf2 (Narimatsu et al., 2009) i Trim2 (Khazaei et al., 2011).

Es van co-transfectar BRSK1 amb His-Ub soles o amb les lligases Smurfl, Smurf2 o
Trim2. A la figura R36A, es mostra com BRSK1 esta modificada per ubiquitinacié quan
s’expressa Smurfl o Smurf2 pero no amb Trim2. Aquests experiments han estat
realitzats sense l'inhibidor del proteasoma MG-132, indicant que és una ubiquitinacié
derivada de la preséncia d’aquestes lligases i no efecte d’'una acumulacié inespecifica
de proteines ubiquitinades. L’assaig també es va realitzar incubant BRSK2 amb les

mateixes lligases. En aquest cas, BRSK2 és ubiquitinada per Smurfl i no per Smurf2 o
Trim2 (Fig. R36B).
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Fig. R36: Estudi de la ubiquitinacié de BRSK1 i BRSK2 per les E3 ubiquitina lligases
reguladores de la polaritat neuronal. Ubiquitinacié de BRSK1 (A) i BRSK2 (B) per E3
ubiquitina lligases reguladores de la polaritat neuronal. Cel-lules 293T que
sobreexpressen HA-BRSK1 (A) o HA-BRSK2 (B) i His-Ubiquitina juntament amb les E3
ubiquitina lligases indicades, van ser llisades i les espéecies ubiquitinades van ser
purificades amb la resina Ni2+-agarosa. Els panells superiors mostren la tincié per
immunoblot de BRSK1 dels purificats, i el panell inferior mostra el nivells de BRSK1 als
llisats.*Banda inespecifica. Resultats representatius de 3 experiments independents.
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Aquests resultats suggereixen que la regulacido dels nivells de les BRSKs per
ubiquitinaciod durant el procés de polaritat neuronal podria estar orquestrat per les E3
lligases Smurfs.

En aquests assajos observem una ubiquitinacié de les BRSKs perd0 no una
disminucio dels seus nivells totals. Aixd s’explicaria per la importancia de la relacio
entre I'expressioé de les lligases i el substrat, essent aquest un punt critic a I’hora de
dissenyar els assajos de degradacid. Poca quantitat de lligasa o excés de proteina
substrat poden portar a menysprear I'efecte de la via. Aixi veiem que la quantitat
d’Smurfl sobreexpressada no seria suficient per degradar totes les BRSKs (relacio
BRSK1:Smurfl, 1:1), pero si seria suficient per detectar les BRSKs ubiquitinades. Es per
aquest motiu que es va augmentar la relacié entre la lligasa i el substrat. A la figura
R37A, es mostra com al augmentar la quantitat de DNA transfectat d’Smurfl, i
mantenint les quantitats de DNA de la BRSK1 constants, obtenim una disminucié dels
nivells de BRSK1 cada vegada més marcat (relaci6 BRSK1:Smurfl, 1:15), sense
modificar els nivells d’altres proteines com pot ser la quinasa ERK1/2.

En aquest sentit, al sobreexpressar en cel-lules 293T BRSK1 o BRSK2, en presencia o
no de les lligases Smurfl o Smurf2, es pot observar la reduccié dels nivells d’ambdues
guinases en presencia d’Smurfl, i només de BRSK1 al sobreexpressar Smurf2 (Fig.
R37B). Aquests resultats son consistents amb la figura R36, on es mostra que BRSK2
nomeés és ubiquitinada per Smurfl i no per Smurf2.
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Fig. R37: La sobreexpressiéo d’Smurfl indueix la degradacié de BRSK1 i BRSK2, mentre
que la sobreexpressio d’Smurf2 no afecta els nivells de BRSK2. A) Cél-lules 293T que
sobreexpressen HA-BRSK1 i quantitats creixents d’Smurfl (0-3 pg), van ser llisades i els
nivells d’Smurfl (Flag), BRSK1 (HA) i ERK1/2 van ser analitzats per immunoblot. B)
Cel-lules 293T que sobreexpressen HA-BRSK1 o HA-BRSK2 i amb o sense Flag-Smurfl o
Flag-Smurf2 van ser llisades i els nivells d’Smurfl (Flag), BRSK1 (HA) i ERK1/2 van ser
analitzats per immunoblot. Resultats representatius de 3 experiments independents.
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També es va comprovar si la sobreexpressio de Smurf resultava en la desaparicio
de la BRSK1 endogena. Amb aquest objectiu, es van transfectar cel-lules de
neuroblastoma huma SH-SY5Y amb els vectors d’expressid per a Smurfl. A la figura
R38 es pot apreciar una reduccié en els nivells de BRSK1 com a conseqiiéncia de la
sobreexpressié d’Smurfl en aquest tipus cel-lular. Malgrat tot, aquests resultats sén
preliminars, donada la dificultat que tenim per transfectar aquest tipus cel-lular.
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Flagsm1 - +

Fig. R38: La sobreexpressio d’Smurfl
promou la degradacié de la BRSK1
endogena. Cellules SH-SY5Y que
Flag sobreexpressen Flag-Smurfl van ser
llisades i els nivells de les proteines
indicades van ser analitzats per
immunoblot. Resultats representatius
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ERK1/2

3.3.  Estudi de la ubiquitinacié de BRSK1 per la lligasa Smurfl

Per tal de determinar que I'efecte d’Smurfl sobre BRSK1 és especific i depen de
I'activitat d’aquesta lligasa es va utilitzar un mutant cataliticament inactiu d’'Smurf1l..

Les lligases Smurfl i Smurf2 pertanyen a la familia de les lligases amb dominis
HECT. La peculiaritat d’aquesta familia d’enzims és que dins d’aquest domini contenen
una cisteina conservada que accepta la molecula d’ubiquitina provinent de la E2 i per
posteriorment ser transferida a la proteina substrat. Aixi es forma un intermediari
covalent on la E3 lligasa esta unida a la ubiquitina mitjancant un enllag tioester. En el
cas d’Smurfl humana aquesta cisteina es troba en posicié 699 i a Smurf2 correspon a
la Cys716. En el mutant incatiu aquesta cisteina es substituida per alanina, impedint
d’aquesta manera la correcta transferéncia de la ubiquitina de la E2 lligasa al substrat.
La figura R39A mostra com després de I'assaig d’ubiquitinacio a partir d’extractes co-
transfectats amb BRSK1 i Smurfl WT s’obté el patrd caracteristic d’ubiquitinacio,
mentre que al co-transfectar BRSK1 amb el mutant inactiu es perd.

D’igual manera, al augmentar la relacio Smurf1:BRSK1 (1:15), com calia esperar,
observem wuna disminucido dels nivells d’aquesta ultima, efecte inexistent al
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Flag-SM1 C699A - + =+
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Fig. R39: La sobreexpressié del mutant d’Smurfl sense activitat E3 lligasa (C699A) no
promou la ubiquitinacié i degradacié de BRSK1. A) Cel-lules 293T que sobreexpressen HA-
BRSK1, His-Ubiquitina i el Flag-Smurfl WT o el mutant cataliticament inactiu (Flag-Smurfl
C699A), van ser llisades i les espécies ubiquitinades van ser purificades amb la resina Ni2+-
agarosa. Els panells superiors mostren la tincié per immunoblot de BRSK1 dels purificats, i el
panell inferior mostra el nivells de BRSK1 als llisats. B) Cel-lules 293T que sobreexpressen
Flag-BRSK1 amb o sense HA-Smurfl WT o C699A van ser llisades i els nivells de les proteines
indicades van ser analitzats per immunoblot. Resultats representatius de 3 experiments
independents.
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sobreexpressar la variant inactiva d’Smurfl C699A (Fig. R39B).

Els resultats obtinguts suggereixen que I'activitat lligasa d’Smurfl modula la
ubiquitinacié de BRSK1.

Un altre criteri per a definir una proteina com a substrat d’una lligasa és la
interaccié entre ambdues molécules. Per determinar si Smurfl i BRSK1 interaccionen
es van realitzar assajos d'immunoprecipitacié. Per aixo es van co-transfectar cél-lules
HEK293T amb BRSK1 i les formes salvatge i cataliticament inactiva de Flag-Smurfl. Els
llisats obtinguts es van immunoprecipitar amb resina Flag-Agarosa i es van detectar
amb anticossos contra BRSK1. Com es mostra a la figura R40A no es va poder detectar
la interaccié entre BRSK1 i Smurfl WT, perd si amb el mutant inactiu Smurfl C699A

(Fig. R40B).
Fig. R40: BRSK1 interacciona amb el

A B mutant inacti d’Smurfl. Cél-lules 293T
SM1 WT SM1 C699A que sobreexpressen HA-BRSK1 amb o
PABLWT + - 4+ T .+ sense FIa.g-Smurfl WT.(A) o C699A _(B)
Flag-SML - 4+ 4 -+ o+ van ser llisades i es va immunoprecipitar
T IP: FLAG IP:FLAG  Smurfl amb anticossos especifics per
| wB: BRsK1 ~ |we:BRsk1 Flag. Els panells superiors mostren la
=1 F—— o i BRSKL tincié per immunoblot de BRSK1 dels
- purificats, i el panell inferior mostra el
s| FLAG FLAG nivells de BRSK1 i Smurfl als llisats.

-

— Resultats representatius de 3
experiments independents.

Es coneix que la interaccid entre les E3 lligases i els seus substrats és rapida i
transient, fet que fa dificil veure interaccions entre els dos. Aixi ens aprofitem de les
propietats de les HECT lligases cataliticament inactives, ja que al unir-se als seus
substrats, perd no ser capaces d’ubiquitinar-los, es manté la interaccié entre ambdds
més temps.

Aquest resultat déna evidéncies que BRSK1 interacciona amb Smurfl en cél-lules
293T.

A B
HA-BLK.D. + + Flag-B1 C-term + +
His-UbWT + + His-UoWT + +
Flag-SM1WT - + Flag-SM1WT - +

150—
100—

250—

150—

e ] . .

Pull-down: His 100 Pull-down: His
f0— WB: HA 75— WB: BRSK1
37—

150—
100—|
HA
75— BRSK1
| FLAG
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Fig. R41: Smurfl promou l'ubiquitinacié del domini quinasa, per6é no la cua C-terminal de
BRSK1. A) Ubiquitinacid del domini quinasa de BRSK1 per Smurfl. Cél-lules 293T que
sobreexpressen HA-BRSK1 domini quinasa (K.D) amb o sense Flag-Smurfl van ser llisades i les
espécies ubiquitinades van ser purificades amb la resina Ni2+-agarosa. Els panells superiors
mostren la tincid per immunoblot del domini quinasa (HA) dels purificats i el panell inferior
mostra el nivells dels llisats. B) Ubiquitinacié de la regié C-terminal de BRSK1 per Smurfl.
Cel-lules 293T que sobreexpressen la regié C-terminal (Flag-BRSK1 C-term) amb o sense Flag-
Smurfl van ser llisades i les espécies ubiquitinades van ser purificades amb la resina Ni2+-
agarosa. Els panells superiors mostren la tincié per immunoblot del la regié C-terminal (Flag)
dels purificats i el panell inferior mostra el nivells dels llisats. Resultats representatius de 3
experiments independents.

Posteriorment ens vam plantejar estudiar la regid en la qual Smurfl ubiquitina
BRSK1. Per fer-ho, es van transfectar en cel-lules 293T, el domini quinasa i el domini C-
terminal juntament amb His-Ubiquitina i en presencia o absencia de la lligasa Smurfl.
Com es mostra a la figura R41, Smurfl ubiquitina a BRSK1 al domini N-terminal,
corresponent al domini quinasa, mentre que no ho fa a la part C-terminal. EI domini
quinasa de BRSK1 té 25 lisines, aixi no es pot descartar que hi hagi una
poliubiquitinacié de diferents residus dins la proteina.

S’ha descrit que les E2 ubiquitines lligases implicades en la cascada d’ubiquitinacio
d’Smurfl sén la UbcH5 (Wang et al., 2003) i la UbcH7 (Andrews et al., 2010). En aquest
sentit ens vam estudiar el paper d’aquestes lligases en la regulacié de la ubiquitinacid
de Smurfl sobre BRSK1. Aixi es van sobreexpressar diferents combinacions de les E2
lligases UbcH5, UbcH7, la E3 lligasa Smurfl i el substrat BRSK1 en cel-lules 293T i els
nivells de BRSK1 es van determinar per immunoblot. Com es mostra a la figura R42, al
sobreexpressar Smurfl observem una disminucié dels nivells de BRSK1 (carril 2
respecte carril 1) Aquest efecte és potenciat per I'addiccié de la E2 lligasa UbcH5, pero
no per UbcH7 (carril 3 i 4, respecte carril 2). Aquest és un efecte mitjangat per Smurfl,
ja que al co-expressar BRSK1 juntament amb les E2 lligases no s’observen disminucio
dels nivells de BRSK1 (carrils 5 i 6 respecte carril 1). Es interessant observar com els
nivells de Smurfl es veuen modulats per la presencia de la E2 lligasa UbcH5, suggerint
una possible regulacié reciproca d’ambdues lligases. Fins al moment no s’ha descrit
gue les E2 lligases d’Smurfl puguin ser substrats de la mateixa, pero la diferéncia de

Flag-BRSK1

HA-Smurfl
PN o~ Fig. R42: Smurfl utiliza la E2
E § 5 5 lligasa UbcH5, pero no la
_ <35: 2 ?;: ?.( UbcH7, per induir la
E2ligasa - - T T T T degradaci6 de  BRSKI.
S A e | BRSK1 Cel-lules 293T que
sobreexpressen Flag-BRSK1
- - HA (Smurfl) amb combinacions de HA-
Smurfl i/o HA-UbcH5 o HA-

e ¢ — UbcH7 van ser llisades i els
g - HA (UbcH5/7)
nivells de les proteines

B e e o e o | LKB1 indicades van ser analitzats
per immunoblot. Resultats
T — — ——— | FRK1/2 representatius de 3

D ————

Carril 1 2 3 4 5 6

experiments independents.
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nivells d’UbcH5 i UbcH7 quan es co-expressen amb Smurfl respecte quan la E3 lligasa
no esta present (carrils 3 i 4 comparats amb carrils 5 i 6), podria suggerir aquest
escenari. Amb tot, la E2 lligasa UbcH5 actua coordinadament amb Smurfl en la
degradacid de BRSK1 en cél-lules HEK293T.

3.4. Ubiquitinacid in vitro de BRSK1 per Smurfl

A partir dels resultats obtinguts ens vam preguntar si la ubiquitinacié de BRSK1
induida per la E3 lligasa Smurfl era un fenomen directe o bé un efecte indirecte. En
aquest sentit ens vam proposar estudiar la reaccié d’ubiquitinacié in vitro. Per tal de
realitzar I'assaig, una part del reactius necessaris es van clonar i purificar en bacteris
(Material i Meétodes, apartat Ubiquitinacié in vitro). Es van obtenir les E2 lligases,
diferents formes d’ubiquitina, Smurfl i el seu mutant cataliticament inactiu aixi com
Par6, un substrat d’Smurfl que s’utilitzara com a control positiu. La figura R43, mostra
la tinci6 amb Coomassie blue d’'un gel amb les proteines obtingudes al laboratori.
Malgrat que esta descrit que la Smurfl sencera i purificada de bacteri és funcional
(Wang et al., 2006), no es va aconseguir I’enzim actiu. Es per aquest motiu que es va
comprar la E3 lligasa Smurfl activa comercial (Sigma). A I'Smurfl comercial li manquen
els 150 primers aminoacids i esta purificat a partir de cel-lules d’insecte Sf9 infectades
amb Baculovirus.

Fig. R43: Expressido i purificacio dels
components necessaris per a realitzar
I'assaig d’ubiquitinacié in vitro. Cel-lules
d’E.coli BL21 van ser transformades amb els
vectors que codifiquen per les proteines
159 indicades. Les proteines expressades van ser
purificades amb resines especifiques (Ni2+-
37 S S Agarosa i Glutatio sefarosa) i la seva puresa
va ser avaluada mitjancant electroforesi en
SDS-PAGE i tincid de Coomassie. His-BRSK1
- va ser obtinguda mitjancant cel-lules
— d’insecte Sf9 seguint el protocol descrit a
Material iMétodes. El recuadre indica la
il ] proteina de fusié que presenta el pes
molecular esperat.

Marcador
His-UbcH5
His-UbcH7

His-Ub WT

His-Ub K48R
His-Ub K63R
GST-Smurfl
GST-Smurfl C699A
His-BRSK1
GST-Par6

|

10

Per a estandarizar I'assaig d’ubiquitinacié de la BRSK1, es va utilitzar un substrat
conegut de Smurfl, la proteina Par6 (Cheng et al., 2011). Es pot comprovar com només
al afegir tots els components de la reaccid s’obté el “laddering” caracteristic de la
ubiquitinacié de Par6 (Fig. R44B, carril 3).
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Fig. R44: Ubiquitinacié de Par6 per Smurfl in vitro. A) Esquema de la ubiquitinacio in
vitro de Par6 per Smurfl. B) Assaig in vitro de Par6. Es van incubar durant 1 hora a 302C
10 pg de His-Ub, 0,35 ug de Ubel (E1), 0,5 pug d’UbcH5 (E2) i 0,5 pg de Flag-Smurfl (E3)
amb 2 pg de GST-Par6 purificada de E.coli BL21. Al finalitzar la reaccid es va
immunoprecipitar Par6 amb resina de glutatié sefarosa i la proteina eluida es va detectar
per immunoblot. Les especies ubiquitinades es mostren al panell superior (Ubiquitin) i la
proteina immunoprecipitada al panell inferior (Par6). Resultats representatius de 2
experiments.

Un cop posat a punt I'assaig es va determinar si la BRSK1 esta ubiquitinada in vitro
per Smurfl. A la figura R45B, es mostra com al afegir tots els components de la
reaccio, pero no en abseéencia d’algun d’ells, BRSK1 es modifica per ubiquitinacié (carril
5). Aquest resultat confirma que la ubiquitinacié de BRSK1 per Smurfl és directe.

Com s’ha comentat a la introduccidé, normalment el tipus d’ubiquitinacid
degradativa ve donat per la ramificacié de les cadenes d’ubiquitina a partir de la lisina
48. Aixi, dels mutants de la ubiquitina en els que la lisina 48 és mutada a arginina
(K48R), s’espera que no puguin ramificar. Per altra banda, el segon patré de ramificacié
més comu de la ubiquitina és a la lisina 63, amb altres funcions no degradatives.
Mitjangant I'assaig in vitro es va analitzar el patré d’ubiquitinacié de BRSK1 amb els
mutants d’ubiquitina K48R i K63R. Aparentment cap dels dos mutants evita la
poliubiquitinacié de BRSK1 (Fig. R45B, carrils 6 i 7), indicant que la ramificacié de la
ubiquitina no ocorre per mitja d’aquestes lisines. Aix0 contrasta amb els resultats
obtinguts amb altres assajos dels quals es despren que la ubiquitinacido de BRSK1 per
Smurfl és del tipus degradatiu, donat que al sobreexpressar la lligasa disminueixen els
nivells de BRSK1 (Fig. R37, R38, R39 i R42). Anteriorment havia estat descrit que varies
proteines de la familia de les AMPK podrien estar regulades per ubiquitinacio via les
lisines K29 i K33, entre elles les BRSKs (Al-hakim et al., 2008). Actualment s’estan
clonant i purificant els mutants no ramificables en aquestes dues lisines, el que ens
permetra determinar si aquest residus son els responsables del patré d’ubiquitinacid
de les BRSKs.
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Fig. R45: La E3 lligasa Smurfl ubiquitina BRSK1 in vitro. A) Esquema de la ubiquitinacio in
vitro de BRSK1 per Smurfl. B) Assaig in vitro de BRSK1. Es van incubar durant 1 hora a 309C
10 pg de His-Ub (WT, K48R o K63R), 0,35 ug de Ubel (E1), 0,5 ug d’UbcH5 (E2) i 0,5 pg de
Flag-Smurfl (E3) amb 2 pg de His-BRSK1 purificada de cel-lules d’insecte Sf9. Al finalitzar la
reaccié es va immunoprecipitar BRSK1 amb resina de sefarosa i anticossos especifics i la
proteina eluida es va detectar per immunoblot. Les especies ubiquitinades es mostren al
panell superior (Ubiquitin) i la proteina immunoprecipitada al panell inferior (BRSK1).
Resultats representatius de 3 experiments.

3.5.  Estudi funcional de la ubiquitinacié de les BRSKs durant la polaritat neuronal

La E3 lligasa Smurfl esta estretament regulada per exercir I'efecte desitjat en el
moment necessari. Aixi, la seva activitat per degradar substrats es veu afectada per la
via de senyalitzaci6 cAMP/PKA en diferents processos. Les primeres evidéncies
d’aquesta regulacié van ser donades pel laboratori de Mu-ming Poo, en veure que
Smurfl es fosforilava per PKA a la Thr306. Aixo canviava I'especificitat de substrat de
Par6 a RhoA permetent aixi la elongacié de I'axd durant el procés de polaritzacié
neuronal (Cheng et al., 2011). Més endavant, s’ha vist que aquesta regulacié d’Smurfl
per PKA també ocorre en altres funcions cel-lulars, com el control de la proteina pro-
apoptotica Nur77 (Lin et al., 2013).

Flag-BRSK1
2 g Fig. R46: La fosforilacié de la Thr306
HA-Smurfl - % 5 5 d’Smurfl regula els nivells d’expressio
de BRSK1. Celllules 293T que
-_—— - = e BRSK]_

sobreexpressen Flag-BRSK1 amb o
sense HA-Smurfl WT, T306D o T306A
van ser llisades i els nivells de les

e e — VY

Nop— proteines indicades van ser analitzats
" |LKBL per immunoblot. Resultats
- i a S representatius de 3 experiments

inAdAanAandants
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Per aguest motiu ens vam plantejar si la fosforilacio de Smurfl a la Thr306 podia
afectar la degradacié de BRSK1. Per avaluar aquesta hipotesi es van generar mutants
puntuals d’Smurfl en la Thr306 a alanina (mutant no fosforilable) i a acid aspartic
(mutant mimeétic de la fosforilacié continuada d’Smurf1).

Es van transfectar aquests dos mutants juntament amb BRSK1 en cel-lules 293T i es
va observar |'efecte sobre la degradacié de la quinasa. Com es pot veure a la figura
R46, el mutant mimetic de la fosforilacio per PKA (Smurfl T306D) és incapa¢ de
degradar a BRSK1, mentre que la Smurfl WT i el mutant no fosforilable (T306A),
disminueixen els nivells de BRSK1 notablement.

Per corroborar aquest fenomen, es van tractar cel-lules 293T amb I'analeg de
I’AMPc no degradable dibutiril-AMPc (db-AMPc). Com es mostra a la figura R47,
I'activacié de PKA es tradueix en un augment de I'expressio de BRSK1, a més de
recuperar parcialment la reduccié dels nivells de la quinasa induits per Smurfl. Cal
tenir en compte que Smurfl esta present en les cel-lules 293T endogenament, la qual
cosa explicaria 'augment de BRSK1 observat al activar la via cAMP/PKA en cél-lules no
transfectades amb la lligasa.

Aguests resultats suggereixen una regulacio de la via cAMP/PKA en el control dels
nivells de BRSK1 en aquest model cel-lular.

Flag-BRSK1

Fig. R47: La proteina quinasa A (PKA)
regula I'estabilitat de BRSK1 per mitja de
la lligasa Smurfl. Cél-lules 293T que  db-AMPc -+ - +
sobreexpressen Flag-BRSK1 amb o sense
HA-Smurfl WT van ser tractades amb

100 uM db-AMPc durant 24 hores, van il :
. . . .. Smurfl
ser llisades i els nivells de les proteines
indicades van ser analitzats per
el > -LKB1 S431
immunoblot. Db-AMPc, dibutiril AMP ..

ciclic. Resultats representatius de 3
experiments independents.

HA-Smurfl - - + +

- — .+ | BRSK1

= == =x ==| R

La via cAMP/PKA actua a diversos nivells durant I'especificacié axonica. Un dels
efectes produits és 'acumulacidé de la quinasa LKB1 en la seva forma fosforilada a la
S431 a I'axd (Barnes et al., 2007). A més, mitjangant immunohistoquimiques de cortex
de rata i amb un anticos especific contra fosfo-BRSKs, els autors descriuen una
acumulacié de les BRSKs fosforilades al T-loop al llarg de I’axé.

Aquests resultats van ser corroborats en neurones hipocampals en cultiu utilitzant
un anticos que reconeix BRSK1 i BRSK2 fosforilades en el T-loop (Thr189 per BRSK1 i
Thr172 per BRSK2). Com es mostra a la figura Fig. R48A les BRSKs fosforilades al T-loop
(vermell) localitzen majoritariament a I'axd, identificat per la preséncia del marcador
axonal Taul (verd). Previament es va validar el reconeixament de I’'axd per I'anticos
Tau-1 (Fig. R48B)

Una de les funcions Smurfl és la del control de la ubiquitinacid i degradacié de
proteines localment durant el procés de polaritzacid neuronal (Wang et al., 2003;
Bryan et al., 2005; Cheng et al., 2011). Els resultats obtinguts amb BRSK1 suggereixen
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un patro de degradacio similar al de la proteina Par6. Aixi ens vam plantejar estudiar la
localitzacié de Par6 i les BRSKs en cultius neuronals.

A Hoechst Tau-1 p-BRSK T all Merge

Hoechst

Fig. R48: Les BRSKs actives localitzen a I’axé en neurones hipocampals de rata. Neurones
hipocampals de rata van ser cultivades 3 DIV i fixades amb 4% PFA. A) Analisis de la
distribucié de la forma fosforilada al T-loop de les BRSKs (p-BRSK Tall, vermell) i el
marcador d’axons Tau-1 (verd). B) Validacid dels anticossos especifics de dendrites (MAP2,
verd) i axons (Tau-1, vermell). Els panells de I'esquerra mostren la tincié de nuclis (Hoechst
,blau). L'escala representa 20 um. Resultats representatius de 3 cultius independents.

El procés de polaritzacio en neurones hipocampals en cultiu ocorre durant els
primers 2-3 DIV. En aquest punt es van fixar i tenyir cultius amb anticossos contra
BRSK1 o BRSK2 (verd), Par6 (vermell) i el marcador axonal Tau-1 (morat). Les
immunocitoquimiques mostren com tant les BRSKs com Par6 estan presents a I'axé en
aquest estadi (Fig. R49).

A Hoechst BRSK1 Par6 Tau-1

B Hoechst BRSK2 Par6 Tau-1

Fig. R49: BRSK1 i BRSK2 colocalitzen amb Par6 a I'axé en neurones hipocampals de rata.
Neurones hipocampals de rata van ser cultivades 2 DIV i fixades amb 4% PFA. A) Analisis de
la distribucié de BRSK1 (verd), Par6 (vermell) i el marcador axonic Tau-1 (lila). B) Analisis de
la distribucié de BRSK2 (verd), Par6 (vermell) i el marcador axonic Tau-1 (lila). Els panells de
I’esquerra mostren la tincié de nuclis (Hoechst ,blau). L’escala representa 20 um. Resultats
representatius de 3 cultius independents.
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La participaci6 de BRSK1 durant la polaritat neuronal és obvia, pero els
mecanismes mitjancant els quals fa els seus efectes encara és un incognita. En aquest
sentit ens vam plantejar si BRSK1 podria fosforilar RhoA i Par6, dos substrats que
participen en el procés i que son regulats per Smurfl. Assajos d’activitat quinasa
demostren que BRSK1 no fosforila in vitro a cap d’aquestes dues proteines (Fig. 50).

Donada la gran quantitat de proteines implicades en la polaritzacié neuronal, és
probable que les BRSKs regulin la fosforilacid d’altres substrats diferents de Par6 o
RhoA durant el procés.

GST-Par6 GST-RhoA

MARKER

Fig. R50: BRSK1 i BRSK2 no fosforilen
Par6 o RhoA in vitro. Assaig radiometric
de fosforilacié de Par6 i RhoA per BRSK1 i
BRSK2. 2 ug de Par6 o RhoA (purificades
de bacteris) es van incubar amb o sense 2
pug de BRSK1 o BRSK2. La reaccid es va
. iniciar amb [y-32P]-ATP i Mg”', i després
= e de separar en gel d’SDS-PAGE i tincid
amb Coomassie (panell inferior), la
fosforilacié de Par6 i RhoA aixi com

250 I'autofosforilacié de BRSK1 i BRSK2 van
150 ser monitoritzades mitjan¢ant
L - autoradiografi.a. Resultf'zlts representatius
75 | N - -. (e de 3 experiments independents. El
- — recuadre indica la posicié de RhoA i Par6
. EE en el gel (panell inferior) i a
50T I’autoradiografia (panell superior).
37

3.6. Smurfl, associacié a la membrana i sulfatid

A banda del domini catalitic HECT, Smurfl conté dos dominis WW d’unié a pY i un
domini d’unid a fosfolipids C2.

Una fraccié d’Smurfl localitza a la membrana plasmatica per mitja del seu domini
C2 (Suzuki et al., 2002). Aquest domini també estaria implicat en la regulacié de la
migracid, activitat lligasa i especificitat de substrat (Lu et al., 2011). En Smurf2 aquest
domini té propietats autoinhibitories i per tant juga un paper diferent (Wiesner et al.,
2007). A I’hora de cristal-litzar aquest domini per a dur a terme els estudis estructurals,
es va fer en presencia de sulfat i aixi es van identificar dos residus critics per a la unié a
aquest id, les lisines 28 i 85. Els autors remarquen I'especial interes d’aquests dos
residus com a potencials llocs d’unié a carregues negatives de lipids de membrana
(com per exemple fosfolipids). Aixi, ens vam proposar estudiar si la lligasa Smurfl unia
algun lipid.
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Utilitzant experiments similars al realitzats en el capitol anterior amb BRSK1, es va
utilitzar la GST-Smurfl purificada de bacteri per realitzar assajos de protein-lipid
overlay assay. Sorprenentment, la lligasa Smurfl, de igual manera que BRSK1, uneix el
sulfogalactolipid sulfatid (Fig. R51). A més del sulfatid també uneix amb gran afinitat el

fosfatidilinositol-5-P  (PI(5)P), i en menor mesura esfingosina-1-fosfat i els
fosfatidilinositols fosforilats en posicio 3 i 4, tots ells carregats negativament.
A B
Membrane lipid strips PIP strips
Smurfl Smurfl
Sphingosing e C:, D — MSG-GM1 = LPA = D D L S1P —
SIP|—| {3 () [|—DGGD3  — e | () () =PEAP2 —
Phsp —| (3 () - P | O O reor —
Ceramide = | (7§ () | == Psychosine = | PIG)P|— ) O fp=P@spP2 —
SM D l:} = Cholesterol == _ D D b PI(3,4,5)P2 =
SPC —| () () [=LPC - [PIG)P|— O OFr -
LPA = | {3 () |=PC - PE—=| () (O f-Ps —_
Myriosine == | {}  {_} [|= Blank _— PC = (:_} {:_} — Blank -

Fig. R51: Smurfl uneix sulfatid i els fosfoinositids PI(3)P, PI(4)P i PI(5)P. Es va incubar 1 pg de
GST-Smurfl purificada de bacteri amb membranes Sphingostrip (A) i PIP strips (B) comercials
que contenen els lipids indicats, i la unié als lipids immobilitzats es va visualitzar utilitzant
anticossos contra GST, segons el protocol descrit a Materials i Metodes. Resultats
representatius de 2 experiments independents.

Aquests resultats van ser corroborats amb membranes de nitrocel-lulosa amb
series de diferents quantitats dels lipids fosfatidilcolina i sulfatid immobilitzats. Es va
afegir el domini SCR2 (control positiu), aixi com la versié inactiva de la lligasa (Smurfl
C699A) i les proteines substrat de Smurfl, RhoA i Par6. La figura R52 confirma la forta
unio d’Smurfl al sulfatid, tant en la seva versié activa com cataliticament inactiva, de
manera analoga al domini SCR2 de BRSK1. Per altra banda, ni RhoA ni Par6 uneixen el
sulfatid.
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Fig. R52: Estudi de la unié d’Smurfl i els seus substrats Par6 i RhoA al sulfatid. A) Es van
immobilitzar diferents quantitats de fosfatidilcolina (PC) i sulfatid (Sulf) en membranes de
nitrocel-lulosa Hybond-C i es van incubar amb les proteines quinases indicades (fusionades a
GST). La unioé de la proteina al lipid immobilitzat es va visualitzar mitjancant anticos contra
GST, segons el protocol descrit a Materials i Metodes. Resultats representatius de 3
experiments independents. B) Analisis d’unié al sulfatid en assajos d’un a liposomes de Smurfl
i els seus substrats.Les proteines indicades van ser incubades amb liposomes amb sulfatid (+
sulfatid) o sense (- sulfatid) i la presencia de proteina al sobrenedant (S) i pellet (P) va ser
analitzada mitjancant electroforesis SDS-PAGE i tincid de Coomassie. Resultats representatius
de 3 (A) i 3 (B) experiments independents.

La unié de Smurfl a lipids carregats negativament podria explicar el mecanisme
d’unié a la membrana via el seu domini C2, on localitzen alguns dels seus substrats
coneguts, com RhoA (Wang et al., 2003), el receptor de TGF-B (Ebisawa et al., 2001) i
com hem estudiat en aquest treball, BRSK1.

Donada la importancia del domini C2 en la seleccié dels substrats d’Smurfl, vam
decidir estudiar I'efecte de les mutacions puntuals en les lisines 28 i 85. Aquests
residus és van canviar a alanina i es va utilitzar el mutant resultant (Smurfl K28/85A)
per estudiar el seu efecte sobre la degradacid de BRSK1. A diferencia de la lligasa
salvatge, que disminueix notablement els nivells de BRSK1, el mutant K28/85A és
incapa¢ de fer-ho (Fig. R53), corroborant la importancia d’aquests dos residus en la
seleccio de substrat d’Smurfl. Experiments futurs aniran adrecats a investigar la
importancia de la co-localitzacio a la membrana d’Smurfl i BRSK1 i el possible paper
gue pugui tenir durant el procés de polaritzacié neuronal.

Flag-BRSK1

Fig. R53: El mutant del domini C2 de Smurfl,
que no localitza a la membrana, no indueix la
degradaci6 de BRSK1. Cellules 293T que -
sobreexpressen Flag-BRSK1 amb o sense HA-
Smurfl WT o el mutant deficient en unié a
membrana K28/85A van ser llisades i els nivells
de les proteines indicades van ser analitzats per
immunoblot. Resultats representatius de 3
experiments independents.
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Localitzacio particulada de les BRSKs

Les Brain Specific Kinases 1 i 2 son dues quinases que participen en molts
processos, a diferents organs i sota una fina regulacio de la seva activitat, conformacié
i localitzacio. Les BRSKs estan fosforilades i activades per la quinasa master LKB1
(Lizcano et al., 2004), proteina constitutivament activa. Aquest fet comporta que es
necessiten mecanismes alternatius per a regular la seva activitat. Un d’ells és el canvi
en la localitzacié de les quinases dins la cel-lula.

Les observacions fetes al nostre laboratori mostren la presencia de BRSK1 -pero
no LKB1- a la membrana, d’'una manera resistent a la solubilitzacié amb el detergent
Triton X-100 (Fig. R1), suggerint I'estreta relacié de BRSK1 amb la fraccié de membrana
particulada. A partir de calculs estimatius tenint en compte la quantitat de proteina
observada en les fraccions de membrana respecte a la fraccid citosolica, es dedueix
que la quantitat a la fraccié de membrana és aproximadament d’un 3-5%. Malgrat ser
poca quantitat respecte la proteina total, s’ha vist que aquest pool de BRSK1 és
necessari en diferents processos. Entre ells, el més important és en la regulacio de
I'alliberacié de neurotransmissors (Inoue et al.,, 2006), on BRSK1 fosforila substrats
com RIM1. Recentment s’ha involucrat les BRSKs en la regulacié del trafic vesicular en
membranes de Golgi a Drosophila. Mitjangant un screening genetic, s’ha determinat
que els mutants sff (sugar-free frosting), que sén deficients en I'ortoleg de les BRSKs en
Drosophila, tenen defectes en la dinamica de glicosilacio en el sistema nervids
embrionari de les mosques (Baas et al., 2011). A més, de manera similar a la
localitzacio de BRSK en vesicules sinaptiques en C. elegans i mamifers, I’activitat de les
guinases en Drosophila modularia les interaccions de les vesicules amb I'aparell de
Golgi. Aquesta localitzacié especifica, permetria la regulacio de la glicosilacio,
fosforilant substrats encara per estudiar. Tot junt dona evidéncies de la importancia de
la BRSK1 en compartiments de membrana.

BRSKs i lipid rafts

Mitjancant la obtencié de lipid rafts de sinaptosomes de rata, hem pogut
determinar que BRSK1, pero no BRSK2, localitza en aquests microdominis de la
membrana (Fig. R3). Els lipid rafts son regions de membrana riques en colesterol i
esfingolipids, caracteritzades per la seva resisténcia a la solubilitzacié per detergents
no ionics. Els lipid rafts actuen com a plataformes de senyalitzacié, ajuden al trafic de
moléecules i tenen funcions estructurals, a més d’estar implicats en diversos aspectes
de la fisiologia cel-lular (Simons and Ikonen, 1997).

La preséncia de BRSK1 a lipid rafts també es va estudiar utilitzant la metil-[3-
ciclodextrina (MBCD), un agent desestabilitzador de lipid rafts. Aquesta molécula té
una anell ciclic que forma complexos amb el colesterol, segrestant-lo i disminuint-ne la
quantitat a les membranes. Ja que després d’un tractament previ amb MBCD no
s’observa I'associacié de BRSK1 a lipid rafts de sinaptosomes de rata, podem
concloure que una part de la BRSK1 cel-lular es troba associada a aquests
microdominis (Rodriguez-Asiain et al., 2011).

La presencia de BRSK1 als lipid rafts ve acompanyada d’una modulacié de la
seva activitat per I'entorn lipidic. Aixi, hem demostrat que la proteina present en
aquesta regid presenta uns nivells de fosforilacio del T-loop més elevats que els
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observats en les zones “no raft” (Rodriguez-Asiain et al., 2011). Com que LKB1 no esta
present als lipid rafts, aixo suggereix diverses hipotesis: podria ser que I'ambient lipidic
“protegis” a la BRSK1 de la desfosforilacid, d’'una manera similar al descrit per la
quinasa Fyn (Young et al., 2003), o bé que la fosfatasa de BRSK1 no estigués present en
aquests microdominis de membrana, impossibilitant la defosforilacié de la quinasa.
Una altra possibilitat és que I'augment en la fosforilacié del T-loop vingués donat per
alguna de les altres quinases descrites en aquesta funcié que, en aquest cas, si que
localitzés a lipid raft. A més, la incubacié de BRSK1 amb vesicules de lipids extrets de
les fraccions raft i reconstituits en vesicules lipidiques, augmenta I'activitat in vitro de
la quinasa, visualitzat per un augment en la incorporaciod de fosfat al peptid CHKtide i al
seu substrat Tau (Rodriguez-Asiain et al., 2011) (Annex 5).

Per altra banda, Inoue i col-laboradors van demostrar que la BRSK1 en
neurones hipocampals en cultiu presenta un patré puntuat al llarg dels processos
neuritics (Inoue et al., 2006), mentre que BRSK2 esta distribuida més uniformement
(Rodriguez-Asiain et al., 2011). Seria interessant estudiar si el fet que BRSK1, perd no
BRSK2, localitzi als lipid rafts podria correlacionar amb el seu patré puntuat.

BRSKs i palmitoilacié

Amb I'objectiu de determinar els mecanismes d’'unié de BRSK1 a la membrana
es va analitzar la preséncia de seqliencies consens per a possibles modificacions post-
traduccionals de la quinasa. Despres d’un l'analisi in silico, només és van poder
detectar putatius llocs de palmitoilacio. Utilitzant I'assaig ABE vam comprovar que en
cervell de rata BRSK1, pero no BRSK2, esta palmitoilada (Fig. R10). La palmitoilacio és
una modificacio post-traduccional dinamica i s’"han descrit diversos exemples en queé la
palmitoilacié d’algunes proteines canvia la seva interaccido amb la membrana, aixi com
I’estabilitat o la localitzacid intracel-lular (Salaun et al., 2010).

Com hem comentat, una de les funcions de les BRSKs a la sinapsis madura és el
control de l'alliberament de neurotransmissors (Inoue et al., 2006). Durant aquest
procés, es necessita un trafic de proteines a la membrana i cap a les zones actives de
control de la neurotransmissio, on es produeix I'exocitosi de les vesicules sinaptiques.
BRSK1 és una d’aquestes proteines, pero el mecanisme pel qual es regula el seu
transport i anclatge a les sinapsis és desconegut. Amb els resultats obtinguts, la
palmitoilacié de BRSK1 podria ser un candidat a realitzar aquesta funcio.

En aquest sentit, fa temps que es coneix que algunes de les proteines essencials
en el procés d’alliberament de neurotransmissors com SNAP-25 (Hess et al., 1992),
sinaptobrevina-2 (Veit et al., 2000) o sinaptotagmina-1 (Kang et al., 2004) estan
palmitoilades. Actualment gracies a aproximacions protedmiques es coneix que un
gran nombre de proteines sinaptiques estan subjectes a aquesta modificacio (Kang et
al., 2008). També s’ha relacionat la palmitoilaci6 amb els processos de
desenvolupament neuronal i plasticitat sinaptica (revisat a (Fukata and Fukata, 2010),
en els que es coneix qué les BRSKs també hi juguen un paper important (Barnes et al.,
2007; Lilley et al., 2013).

En alguns casos, com en la postsynaptic scaffolding protein 95 (PSD95),
I’activitat sinaptica és la reguladora del cicle palmitoilacio/despalmitoilacio (EI-Husseini
et al., 2002; lwanaga et al., 2009; Fukata et al., 2013).
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La despolaritzacié mitjangant KCl de cél-lules en cultiu s’ha usat com a model
d’activitat sinaptica. Les cel-lules en repos tenen un potencial de membrana negatiu,
amb altes concentracions de K" intracel-lular i de Na®* i CI” extracel-lular. Al augmentar
la concentracié de K* extracel-lular amb KCl es provoca una obertura dels canals de
Na”** (permetent 'entrada del i6), que genera la despolaritzacié de la cél-lula, seguida
de I'obertura de canals de Ca’* dependents de voltatge. En cél-lules excitables
neuronals aixo provoca diversos efectes, entre els quals hi ha Ialliberacié de
neurotransmissors (Lindgren, 1986; Smyth et al., 2005), l'activaci6 de vies de
transduccié de senyals (Moulder et al., 2003), la dinamica i localitzacié de proteines
(Tiruchinapalli et al., 2003) o la regulacié de la seva activitat (Lee et al., 2005). Per
exemple, en cel-lules de neuroblastoma SH-SY5Y s’ha observat que després de la
despolaritzacié amb KCI s’alteren els nivells de fosforilacié de la serina 262 de la
proteina Tau. Presumiblement aquest efecte estaria mitjangat per la quinasa MARK1
(Jeon et al., 2005).

En aquest treball es demostra que la despolaritzaci6 amb KCl provoca un
desplacament de la BRSK1 a la fracci6 de membrana particulada (Fig. R8 i R9). Aquest
resultat, juntament amb els de la palmitoilacié de la quinasa, podrien suggerir que en
resposta a la despolaritzacié es produiria un rapid reclutament de BRSK1 a les
terminals sinaptiqgues on podria contribuir a la maquinaria d’alliberament de
neurotransmissor. En aquest sentit, en el nostre laboratori s’ha identificat com a
substrat de BRSK1 la proteina sintaxina-1A (tesi doctoral de la Dra. Arantza Rodriguez).
Aquesta proteina és fosforilada per BRSK1 a la Ser 188, un residu que també és
fosforilat per la quinasa DAP (death-associated protein kinase) i que podria regular
'estabilitat del complex SNARE mitjancant un mecanisme depenent de Ca®" i I'activitat
sinaptica (Tian et al., 2003). Aixi, la sintaxina-1A juntament amb RIM-1, Bassoon i
Piccolo seria un dels substrats de BRSK1 present a les terminals sinaptiques (Inoue et
al., 2006; Higa et al., 2007).

El reclutament de BRSK1 a la membrana observat després de |'estimulacio
aguda amb KCl només és parcialment inhibit per I'inhibidor de la palmitoilacid 2-
bromo-palmitat (2-BP) (Fig. R11). Aixo planteja diferents hipotesis: la primera és que
no s’aconsegueixi la inhibicié total dels enzims palmitoil-transferases (PATs), fent aixi
gue en resposta al tractament, els enzims no inhibits fossin suficients per modificar les
molecules de BRSK1 presents a la zona propera a la membrana. També podria ocorrer
que addicionalment a la palmitoilacio, BRSK1 estigués regulada per altres
modificacions post-traduccionals, com la N-miristoilacié o prenilacié. Malgrat que en
I’analisi in silico no es van detectar llocs putatius per aquestes modificacions, no
podem descartar la seva presencia. Aquestes modificacions només permeten una
associacio transitoria a la membrana (Shahinian and Silvius, 1995), pero seria suficient
per translocar la BRSK1 a la membrana on posteriorment podria ser palmitoilada i
mantenir una localitzacioé particulada estable (Caixa D1).
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Caixa D1: Palmitoilacié, modificacions post-traduccionals i la membrana

L’acid palmitic és el principal acid gras incorporat a cisteines, tot i que altres lipids com
I’estearat (C18, saturat), palmitoleat (C16, insaturat) o I'oleat (C18, insaturat) també
s’hi poden unir mitjancant enllacos tio-ester similars, (Liang et al., 2004).

Els enzims responsables de la palmitoilacié sén les anomenades palmitoil transferases
(PATSs), caracteritzades per diversos dominis transmembrana i un domini citoplasmatic
DHHC enriquit en cisteines. Les PATs localitzen a la membrana plasmatica, reticle
endoplasmatic, Golgi, endosomes i vacuoles (Ohno et al., 2006). La preséncia de les
PAT en membranes implica que els seus substrats també hi han de localitzar abans de
ser palmitoilats. Aixi, moltes proteines abans de OHHC

palmitoilar-se son modificades per altres tipus de
prenilacions. Aquestes formes presenten una
associacio feble amb la membrana que un cop
palmitoilades, es fa estable. Altres estudis
suggereixen que la mateixa hidrofobicitat de les
cisteines i leucines de les proteines augmenta la
seva afinitat per la membrana, on les PATs les ]

palmitoylation
palmitoiarien (Greaves et al., 2008).
A més de [Iassociacid6 a membrana, la O i el bisried
palmitoilaci6 s’ha  relacionat amb altres O .o pelmiloylotad
modificacions  post-traduccionals, com |Ia
ubiquitinacio. Aixi, el reconeixement de certes Figura extreta de: Salaun et al. The
proteines per E3 ubiquitina lligases només es intracellular dynamic of protein
realitza després de ser modificades per Palmitoylation. JCB (2010)
palmitoilacid.

Estudis del lloc de palmitoilacié de BRSK1

Les evidencies que BRSK1 esta palmitoilada in vivo ens van portar a estudiar en
quina de les 10 cisteines de la BRSK1 es produeix aquesta modificacié. A I'hora de
mutar les cisteines ens vam basar tant en la seva localitzacié dins d’una seqliéncia
consens (dades obtingudes amb el programa Css-Palm 3.0), com en la orientacié de la
cadena lateral dins I'estructura terciaria de I'enzim obtinguda amb el programa I-
TASSER. Aixi, es va comengar amb les dues cisteines amb el millor compromis entre
probabilitat i posicié dins I'estructura terciaria. La cisteina 54 es troba en un loop
totalment exposat al solvent, mentre que la cisteina 217 era la que tenia millor score
amb el programa Css-Palm 3.0. Mitjangant experiments de fraccionament subcel-lular
es va observar que la proteina mutada en aquestes dues cisteines també localitzava a
membrana (Fig. R13).

La regulacié per palmitoilacié és complexa, en el sentit que en molts casos les
molecules de palmitat es poden incorporar en més d’un residu de la proteina diana,
essent necessaria la modificacié de tots ells pel desplacament a la membrana. Es per
aquest motiu que vam decidir aconseguir un mutant no palmitoilable, en el quée les 10
cisteines de BRSK1 van ser mutades a serina (Fig. R14). D’aquesta manera ens
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asseguravem que, en cas de que BRSK1 estigués palmitoilada en multiples residus, no
pogués ser modificada.

Per avaluar la importancia de la palmitoilacié de BRSK1 en la seva localitzacié es
va utilitzar I'assaig d’associacié a membrana amb els diferents mutants de cisteines,
mentre s’intentava posar a punt I'assaig ABE amb la proteina sobreexpressada en
cel-lules 293T. Malauradament no es va aconseguir, fet que ens ha limitat en la
determinacié de I'efecte d’aquesta modificacié en la fisiologia cel-lular. Una de les
possibles causes que I'assaig no funcionés és la quantitat de proteina sobreexpressada.
Com hem comentat, la proteina associada a la membrana és un 3-5% del total. Si aixo
hi sumem que probablement només una petita part de BRSK1 en membranes esta
palmitoilada, potser els alts nivells de sobreexpressi6 emmascaren la fraccié de
quinasa modificada. Una de les variants que es va assajar, va ser realitzar I'assaig ABE a
partir de preparacions de membranes pures, perd no es va aconseguir
immunoprecipitar gran quantitat de proteina (requisit necessari per I'assaig), ja que
per extreure-la es necessitava el detergent anionic SDS.

Experiments futurs podrien anar dedicats a posar a punt I'assaig ABE en
cél-lules transfectades i previament estimulades amb agents despolaritzants, per mirar
d’enriquir la fracci6 de BRSK1 palmitoilada. També mirar si es pot reproduir el
reclutament a la membrana observat en la proteina endogena en resposta a una
despolartizacid en experiments analegs en proteina sobreexpressada. En cas que sigui
aixi, es podrien provar els mutants de cisteina en aquest model. L'objectiu final seria
trobar un mutant deficient en palmitoilacié, per avaluar-ne la seva funcionalitat en la
fisiologia de la neurona en diferents processos. Si s’aconseguis, es podrien generar
constructes fusionats a la GFP i mesurar I'efecte en la modulacié de I'activitat sinaptica
en cultius primaris de neurones hipocampals, realitzant experiments similars als
proposats per Inoue i col-laboradors (Inoue et al., 2006).

Palmitoilacio i associacio al lipid rafts

En molts casos, la palmitoilacié de proteines correlaciona amb la localitzacié
d’aquestes en regions concretes dins la membrana. Aixi, molts treballs suggereixen la
palmitoilacié com una senyalitzacié d’unié a lipid rafts (Brown, 2006). La peculiaritat
dels lipid rafts, on s"acumulen molécules de colesterol i fosfolipids saturats que donen
una rigidesa a la membrana, afavoreix la incorporacié de lipids saturats com el
palmitoil (Fig. D1).

Cholesterol

Fig. D1: Orientacio de les cadenes de palmitoil als
lipid raft. La palmitoilaico és una modificacié
implicada en la localitzacié de proteines al lipid
rafts, que permetran l'acomodament de les
cadenes saturades de palmitoil en I'ambient de
compactacié lipidica d’aquests microdominis.
Figura extreta de: Brown D. Lipid Rafts, Detergent-
Resistant Membranes, and Raft Targeting Signals
Physiology (2006)
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Els resultats exposat en el primer capitol d’aquest treball indiquen que BRSK1
esta associada fortament a membrana, en dominis lipid rafts, i que aquest entorn
lipidic modula positivament I'activitat de la quinasa (Rodriguez-Asiain et al., 2011). Per
altra banda, BRSK1 esta modificada per palmitoilacié i I'activitat sinaptica promou el
seu reclutament a membrana. Donades les evidencies que els lipid rafts estan presents
en vesicules sinaptiques (Martin, 2000; He et al., 2006), proposem un model en el que
I'activitat sinaptica en neurones madures promouria la rapida palmitoilacid i
reclutament de BRSK1 als lipid rafts de vesicules sinaptiques, on coincidiria en I'espai i
el temps amb tota la maquinaria necessaria per a 'alliberament de neurotransmissors.
L’ambient lipidic dels rafts modularia positivament I'activitat de la quinasa, permetent
fosforilar eficientment diversos substrats (Fig D2).

+ + + +

+ + + +

Lipid Raft

# Vesicula sinaptica

almitoil
e + KCl

Neurotransmissor

REPOS

Fig. D2: Model de palmitoilacié de BRSK1 en resposta a la despolaritzacio induida per KCI.
En neurones en repds, les BRSKs localitzarien al citoplasma de les terminals sinaptiques.
Amb I'estimul despolaritzant, les BRSKs es palmitoilarien rapidament i translocarien a les
regions membranoses de les sinapsis o les vesicules sinaptiques, presumiblement als lipid
rafts. Alli, podrien fosforilar i modular diferents substrats com RIM-1, Bassoon, Piccolo o
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Unio de BRSK1 al sulfatid

Estudis in silico amb algoritmes de prediccié utilitzant I'estructura primaria
indiquen que la BRSK1 no conté dominis transmembrana. La localitzacié particulada de
proteines a les que els manquen aquests dominis pot venir donada per diversos
mecanismes. Algunes d’elles experimenten modificacions lipidiques com per exemple
prenilacions, miristoilacions o palmitoilacions. Altres proteines, com és el cas de la PKB
i la PDK1, tenen dominis d’associacié a fosfolipids especifics, que permeten I'anclatge
a membrana i com a conseqiiencia I'accessibilitat d’enzims i substrats presents en ella.
En la cerca de possibles lipids que interaccionessin amb les BRSKs, hem observat que
tant BRSK1 com BRSK2 uneixen sulfatid (Fig. R16). Conseqlientment amb aquesta
observacio, un estudi proteomic dirigit a identificar proteines que uneixen lipids acids
va detectar BRSK1 com a candidat (Tsujita et al., 2010)

El glucoesfingolipid sulfatid és una 3-O-sulfogalactosilceramida consistent en
una molécula de galactosa amb un grup sulfat que li confereix carrega negativa. La
galactosa sulfatada en posicid 3 esta connectada a través d’un enlla¢ B glucosidic al
grup hidroxil d’una esfingosina de 18 C (Fig D3). Al grup amino de la esfingosina s’hi
poden unir cadenes d’acid gras de diferents llargades, grau de saturacid o hidroxilacio,
generant una varietat estructural especifica de cada tipus cel-lular (Fredman et al.,
2000; Isaac et al.,, 2006). També s’ha vist que la llargada de la cadena d’acid gras
determina la localitzacio i orientacid intracel-lular o extracel-lular de la molecula, amb
la conseqiient variacio en la seva funcid (Isaac et al., 2006). Es coneix molt sobre el
procés de sintesi del sulfatid i ha estat relacionat amb diversos processos fisiologics i
fisiopatologics (Caixa D2).

Fig. D3: Diversitat <

d’estructures del sufatid en ﬂyﬂ{‘l\...:ﬂ-:, e

funcié de la cadena d’acid OiH

gras. Estructura del sulfatid, fis B

amb la galactosa sulfatada

en posicid 3, la esfingosina i

possibles cadenes d’acid r L g b go DraniSRl gnny | e

gras acilades al grup amino ' T ' ' Ra G EZ0 mmhese

de I'esfingosina. Figura extreta de: The mammalian sulfated glycolipid sulfatide:
Synthesis and biological implications Compostella et al. CRC (2011)
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D’especial rellevancia és que BRSK1 només uneix el sulfatid entre 26 lipids
assajats, donant forca a la hipotesis que és una unid especifica. L’abundancia de
residus basics en BRSK1 (pl 9,39) sumat a la carrega negativa del cap sulfatat del lipid
suggereix la importancia de les propietats fisico-quimiques d’ambdues molecules per a
la interaccié. Malgrat tot, la BRSK1 no uneix altres lipids carregats negativament, com
ho sén els fosfoinositols (Fig. R18). Per determinar la importancia de la carrega, seria
interessant veure si molécules de sulfatid en les que els manca el grup sulfat uneixen a
BRSK1 o si la posicié del grup sulfat dins la molecula de galactosa és important en
aquest procés. Aixi, 'estudi de lipids com la lactosilceramida 3-sulfat, el seminolipid o
el lisoseminolipid, molécules molt semblants al sulfatid pero amb petites diferéencies
en el cap glucidic o les cadenes d’acid gras, ajudarien a caracteritzar els diferents
determinants estructurals de l'unid entre la BRSK1 i el sulfatid. En aquest sentit s’ha
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descrit que els tres lipids esmentats son reconeguts per |’anticos contra sulfatid
(Sulphl), pero no la galactosilceramida o lactosilceramida, els equivalents no sulfatats
del sulfatid i la sulfolactosilceramida (Fredman et al., 1988).

Per ultim, també seria interessant determinar I'afinitat de la BRSK1 per
molecules de sulfatid amb diferéncies en la composicid de l'acid gras, ja que els
experiments exposats en aquest treball han estat realitzats a partir de barreja de
sulfatids purificats de cervell bovi.

Amb tot, caldran més estudis per identificar els grups del sulfatid amb els que
interacciona BRSK1 i si té afinitat per un tipus concret de molecules d’aquest lipid.

Caixa D2: Sintesi i funcions del sulfatid

El sulfatid es sintetitza al reticle endoplasmatic per I'enzim CGT (UDP-
galactosa:ceramida galactosiltransferasa) i posteriorment a l'aparell de Golgi per
I’enzim CST (3’-fosfoadenosina-5’-fosfosulfat:cerebrosid sulfotransferasa) (Benjamins
et al., 1982), i que és degradat per I'enzim ASA (Arilsulfatasa A) als lisosomes. Les
deficiencies d’ASA provoquen acumulacions de sulfatid a neurones i cel-lules glials al
sistema nervidos (Molander-Melin et al., 2004), a més de degeneracié axonal i
hiperexitabilitat cortical en la malaltia d’emmagatzemament lisosomal leucodistrofia
metacromatica (Eckhardt et al., 2007). Recentment s’ha descrit que ratolins que
sobreexpressen I'enzim CGT, moren per convulsions derivades de |’exposicidé a sons
d’alta freqliencia, degut a 'acumulacié de sulfatid en les membranes plasmatiques de
neurones (Van Zyl et al., 2010).

Al sistema nervios, el sulfatid esta enriquit a la baina de mielina del sistema nervids
central i periferic, on representa entre el 4 i el 6 % del lipids de la mielina (Norton et
al., 1975), encara que també s’ha descrit en astrocits i en neurones (Berntson et al.,
1998; Pernber et al., 2002; Isaac et al., 2006).

El sulfatid actua com wuna moleéecula a
multifuncional, en processos biologics tant m;*l‘w%*%’“w”‘v”“’w“"“m“
diversos com la secreci6 d’insulina, Oy
hemostasies i trombosis, infeccions " Ceramide
bacterianes i viriques i participant també al CGT (ER)
sistema immunitari i nerviés (Takahashi and UDP-galactose “{
Suzuki, 2012).

Les funcions del sulfatid al sistema Galactosyleeramide (GalCer)
nervids son varies tant en neurones com en
cel-lules glials, on actuaria com a regulador PAPS \l CST (Golgi)
negatiu de Ila diferenciaci6 i nombre

d’oligodendrocits (Hirahara et al., 2004;
Shroff et al., 2009) i participaria en el

Sulfatide (SGalCer; Sh4)

manteniment de la baina de mielina SASAé (Lysosome)
(Marcus et al., 2006). v ap
GalCer

Sandhoff i col-laboradors van establir les seqiiéncies consens d’unid al sulfatid
com a XBXBXBX o XBBXBX (B, aa basic; X, qualsevol aa) (Sandhoff et al., 2005). Les
BRSKs presenten 5 clusters d’aminoacids basics a la regido C-terminal, tres dels quals
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corresponen a les seqliencies consens descrites per a la fixacié de sulfatid.
L'alineament de les seqliencies de les dues quinases mostra que la posicido d’aquests
clusters esta conservada, la qual cosa suggereix un patré de plegament similar. La regid
SCR1 presenta 3 d’aquestes regions, dos de les quals son seqliencies consens per a la
fixacio de sulfatid, mentre que a la regido SCR2 n’hi ha dos, essent només una d’elles
una sequencia consens (Fig. R21). Cal destacar que aquestes regions no estan
conservades a la resta de membres de la familia de les AMPK-related kinases.

Proteina Genbank Regions amb  Regionsamb  Total Uni0 al
seqliéncies seqlieéncies regions sulfatid
consens basiques basiques

Muncl8 NP_003156.1 603 | 6,32 | 3 4 7 Feble
MARK4 NP _001186796.1 | 752 | 9,70 | 4 4 8 Feble
Sintaxina 1A AAA53519.1 288 | 5,14 | 3 1 4 No
PKB AAL55732.1 480 | 5,74 | 1 1 2 No
ERKS AAABI1381.1 815 | 5,78 | 2 0 2 No

Taula D1: Propietats fisicoquimiques de les proteines assajades per a la unié al sulfatid. La
taula mostra el nombre d’aminoacids (aa), el punt isoeléctric (pl) i el nombre de regions
consens (XBXBXB o XBBXBX) basant-nos en la definicié donada per Sandhoff et al. (2005) de
les proteines assajades per unid al sulfatid. També es mostra el nombre d’altres regions
fortament basiques perdo que no segueixen la seqliéncia consens i la suma de totes les
regions basiques. A la segona columna es mostren els codis de les seqiiencies extretes del
Genbank i al a tUltima s’indica el grau d’unié al sulfatid de les proteines assajades.

La taula D1 mostra una correlacié entre la presencia de sequéncies d’unid al
sulfatid i la capacitat d’unir el lipid en les diverses proteines assajades en aquest
treball. Aixi veiem com sintaxina-1A, PKB o ERK5, que tenen poques seqliéncies
consens d’unié al sulfatid, no uneixen el lipid. Com a excepcions trobem la
sinaptobrevina-2, que tot i només presentar una regid consens d’unié al sulfatid,
I'uneix amb molta afinitat (Fig. R17). Aquest fet pot ser explicat ja que sinaptobrevina-
2 és una és una proteina petita (116 aa), essent una regid basica suficient per unir al
lipid. A I'extrem oposat trobem MARK4, que tot i tenir moltes regions basiques
presenta una unid al sulfatid baixa (Fig. R16). En aquest cas es pot veure que, a
diferéencia de BRSK1/2, que contenen les regions basiques al domini C-terminal,
MARK4 les conté al domini quinasa. L'estructuracié d’aquest domini és vital per a la
funcionalitat de la quinasa, essent poc probable que aquestes seqliencies estiguin
exposades i participin en la unio a lipids de membrana.

La unid de les BRSKs al sulfatid no és sorprenent des del punt de vista fisico-
guimic, ja que ambdues proteines son molt basiques, amb pl molt alts (9,39 per BRSK1
i 9,04 per BRSK2), el que suggereix que a pH fisiologic estaran fortament carregades
positivament. En aquest sentit I'analisi de la unié al sulfatid en funcio de les propietats
fisico-quimiques de les diverses proteines assajades en aquest treball indica que totes
les que no uneixen sulfatid tenen un punt isoeléctric baix (per sota de 6), mentre que
les que I'uneixen amb diferent afinitat comparteixen un pl elevat (Taula D1)
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Al avaluar la interaccid del sulfatid amb els fragments N i C terminal de BRSK1
s’observa que la unié al lipid es dona només al domini C-terminal (aa 296-778) (Fig.
R19 i R20). Dins d’aquest domini trobem les dues zones conservades SCR (short
conserved regions), per la qual cosa vam decidir generar constructes que Unicament
expressessin aquestes regions i testar la seva habilitat per unir sulfatid. SCR2 és el
domini que uneix sulfatid amb més afinitat, mentre que I'SCR1 ho fa feblement (Fig.
R19 i R20). Com que la regié SCR1 conté el domini d’unié a ubiquitina UBA, es va
generar un constructe que només codifiqués per aquest domini. En els assajos
realitzats no es va observar fixacid del sulfatid al domini UBA. Aleshores, per identificar
els residus responsables de la fixacié del sulfatid dins de SCR1 i 2, es van generar
mutants d’algunes regions basiques, on els aminoacids lisina i arginina es van canviar a
glutamina per tal de neutralitzar les carregues positives (Fig. R21). En el cas de I’'SCR2
la mutacié de les dues regions basiques resulta en una peéerdua total de la fixacid al
lipid. Ja que només una de les regions correspon a la seqliéncia consens, seria
interessant fer el mutant individual d’aquesta regio per tal de determinar si és la Unica
responsable de la fixacié del sulfatid. Pel que fa I'SCR1, de les tres seqliencies basiques
presents en aquesta regid, es van mutagenitzar les dues corresponents a les
seqliencies consens d’unié al sulfatid. Malgrat que aquestes dues seqliéncies estan
localitzades dins del domini UBA i aquest no uneix a sulfatid, es va considerar la
possibilitat que la manca d’unié fos deguda a un mal plegament quan aquest domini
s’expressa sense la resta de la regid SCR1. Els resultats mostren que la mutacio
d’aquest dos clusters de residus basics és suficient per a eliminar la fixacié al sulfatid
del domini SCR1. Els resultats posen de manifest que la principal regié d’unio a sulfatid
és el domini SCR2 i suggereixen que en la proteina plegada aquests residus formarien
una butxaca amb carrega positiva on s’uniria el cap negatiu del sulfatid

Els primers experiments en la caracteritzacidé de la unié BRSK1-sulfatid es van
realitzar utilitzant el lipid-protein overlay assay. Aquesta técnica permet una
caracteritzacio qualitativa i quantitativa de la unio de proteines a lipids. Malgrat tot, els
lipids immobilitzats en les membranes de nitrocel-lulosa sén homogenis, és a dir, no es
troben associats a altres lipids com ocorre a les bicapes lipidiques. Amb I'objectiu de
fer un assaig més proper a les condicions fisiologiques es va realitzar I'assaig d’unié a
liposomes, on les proteines recombinants s’incuben amb liposomes constituits per
diferents combinacions de lipids. Aquesta tecnica va donar idéntics resultats per totes
les proteines assajades (Fig. R20), la qual cosa confirma que BRSK1 interacciona amb el
sulfatid present a bicapes lipidiques, un entorn més similar al que pugui tenir dins la
cel-lula. La reproductibilitat observada entre ambdues tecniques permet afirmar que
la cua C-terminal de BRSK1 és la principal responsable de la unié al sulfatid,
possiblement a través de la regié SCR2 i en menor mesura, SCR1.

Estudis de modulacié de I’activitat de BRSK1 per sulfatid in vitro

Anteriorment al nostre laboratori hem demostrat que I'entorn lipidic dels lipid
rafts incrementa l'activitat de BRSK1 en assajos d’activitat quinasa in vitro (Rodriguez-
Asiain et al., 2011). No obstant, I'activacié amb vesicules extretes de lipid rafts és
superior a l'observada amb vesicules artificials generades amb els principals
components dels lipid rafts: esfingomielina, fosfatidilcolina i colesterol. La preséncia de
sulfatid en lipid rafts s’havia descrit anteriorment (Ohta et al., 1999), i nosaltres em
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corroborat aquesta observacid utilitzant un anticos contra sulfatid en extractes lipidics
extrets de fraccions raft i fraccions no raft (Fig. R29). Per altra banda el sulfatid modula
I"activitat in vitro d’altres quinases amb seqiiencies consens d’unio al lipid, com és el
cas de la GSK3B (Kawakami et al., 2008b), la CK1 (Kawakami et al., 2008a) o nPKCe
(Suzuki et al., 2009). En aquests treballs, I'addici6 de molécules de sulfatid lliure a
I'assaig quinasa modula la seva activitat. Tot aix0 junt amb el fet que la BRSK1
interacciona especificament amb el sulfatid ens va portar a considerar que la presencia
de sulfatid en vesicules lipidiques artificials podria augmentar I'activitat BRSK1 fins als
nivells assolits amb les vesicules formades a partir d’extractes de lipid rafts.

En efecte, la incubacié de BRSK1 amb liposomes que contenen sulfatid resulta
en un augment tant la seva autofosforilacié com la fosforilacié del seu substrat Tau in
vitro (Fig. R23). Aix0d suggereix que el sulfatid, a més de fixar la BRSK1 a una regio
especifica de la membrana, podria actuar com a modulador positiu al-lostéric de
I'activitat quinasa, probablement induint un canvi conformacional que resulta en una
quinasa més activa. Experiments realitzats al laboratori demostren que les molecules
de BRSK1 es fosforilen en trans (trans-fosforilacié). Per tant, una altra possibilitat seria
gue els efectes observats fossin deguts a I'apropament de les molecules de BRSK1 com
a conseqiiéncia de la seva unid al lipid. Ja que tau també s’uneix feblement al sulfatid
(Fig. R24), aix0 explicaria tant I'augment de I'autofosforilacié de BRSK1 com I'augment
de la fosforilacié de Tau a la S262.

Es interessant remarcar que el sulfatid regula I'activitat quinasa de BRSK1 pero
no la seva activacio per LKB1 (Fig. R25). Aquest resultat era esperable ja que LKB1 no
uneix sulfatid ni presenta localitzacid particulada, ni en membrana ni en organuls
intracel-lulars. Tot i que s’ha trobat que LKB1 esta farnesilada a la Cys433 cua C-
terminal (Collins et al., 2000; Sapkota et al., 2001), aix0 no sembla estar relacionat amb
una possible localitzacid a la membrana, ja que variants d’splicing de la quinasa en les
gue no es conserva el lloc de farnesilacié localitza de forma similar a la variant sencera
(Denison et al., 2009).

Implicacions de la unié BRSK1 al sulfatid

Quin paper fisiologic té la unié de BRSK1 al sulfatid? Com hem comentat, les
funcions d’anclatge a membrana i de modulacié de I'activitat sén les hipotesis més
factibles.

Les BRSKs son proteines que es troben majoritariament expressades al cervell i
en menor mesura en pancrees (Kishi et al., 2005; Inoue et al., 2006; Chen et al., 2012).
En aquest treball també demostrem que dins del cervell, no només es troben en
neurones, on sén molt abundants, sind també en menor mesura a gran varietat de
tipus glials, com oligodendrocits, astrocits i microglia (Fig. R28). Malgrat tot, no es
coneix res del paper que les BRSKs puguin tenir a la glia. Com que el sulfatid localitza
majoritariament a la mielina, seria interessant avaluar la funcionalitat que pugui tenir
el tandem BRSKs-sulfatid en cel-lules glials productores de mielina.

Tampoc es pot descartar la hipotesis que les BRSKs uneixin i siguin modulades
pel sulfatid en altres tipus cel-lulars. Recentment BRSK2 s’ha relacionat amb la funcié
de secrecid d’insulina en resposta a increments de glucosa en sang (GSIS) (Nie et al.,
2012; Nie et al., 2013). Tot i aix0, es coneix poc de la regulacid i localitzacié de BRSK2 al
pancrees. El sulfatid esta present en les cel-lules pancreatiques productores d’insulina i
augments i disminucions del contingut d’aquest lipid afecten a la capacitat secretora
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de la hormona en aquestes cel-lules (Caixa D3) (Buschard et al., 2002). Donat que
BRSK2, de igual manera que BRSK1, uneix fortament al sulfatid, seria interessant
estudiar la relacié entre BRSK2 i aquest lipid en models pancreatics.

Caixa D3: Sulfatid i control de I’alliberacié d’insulina al pancrees

El procés d’alliberament d’insulina promogut pels nivells de glucosa en sang (GSIS) esta
determinat pel balang de ions dins i fora de les cel-lules B-pancreatiques, essent
necessaria una estreta regulacio dels canals que regulen aquest equilibri. El sulfatid
participa en la regulacié de la GSIS a dos nivells i de manera oposada: per una banda
promou la obertura dels canals de K depenents d’ATP, amb la conseqiient inhibicié
del procés (Buschard et al., 2006). Per possibilitar la secrecié d’insulina és necessari
que aquests canals quedin bloquejats, per aconseguir despolaritzar la cel-lula. Aixo
permetra la obertura dels canals de Ca** dependents de voltatge, que portara a la
secrecié d’insulina. En canvi, un cop la cél-lula s’ha despolaritzat i els canals de Ca**
dependents de voltatge s’han obert, el sulfatid ajudaria a I'alliberament de vesicules,
promovent la fusié dels granuls secretors amb la membrana plasmatica (Buschard et
al., 2002)

La implicacio del sulfatid en aquest procés queda palesa en la clinica, ja que s’han
trobat anticossos contra el sulfatid en molts pacients amb diabetis tipus I, on actuaria
com a autoantigen (Buschard et al., 1993) i el tractament amb sulfatids o els seu
precursor galactosilceramida, prevé significativament la diabetis en ratolins (Buschard,
2001; Blomaquvist et al., 2003a; Subramanian et al., 2012). La quantitat, distribucid i
composicido dels sulfatids dins les cel-lules pancreatiques esta relacionat amb la
diabetis tipus | i Il (Blomquvist et al., 2003b; Buschard et al., 2005)

Per altra banda, s’hauria de corroborar in vivo la regulacié de I'activitat BRSK1
per sulfatid observada in vitro. Per fer-ho, seria interessant mirar I'associacié a
membrana i I'activitat de la quinasa en ratolins amb alts i baixos nivells de sulfatid. Fins
al moment s’han descrit diferents models murins amb nivells de sulfatid alterats,
deleccionant o sobreexpressant els enzims productors (CGT i CST) o I'enzim
degradador del sulfatid (ASA). Aquests animals presenten defectes tant en neurones
com en cel-lules glials. Per exemple, el ratoli knock-out de CST, que pot produir el
precursor del sulfatid GalC, pero no sulfatid, presenta degeneracié de la mielina com
defectes en [I'estructura axonal en ratolins adults (Marcus et al.,, 2006). En
oligodendrocits en cultius, I'addicio de liposomes amb sulfatid sembla modular el
citoesquelet, causant la despolimeritzacid de microfilaments d’actina i microtubuls
(Boggs and Wang, 2001) aixi com participar en la regulacié vies de transduccié de
senyal amb proteines com MAPK, Rho GTPases i GSK3 (Boggs et al., 2008). La inhibicié
de la sintesi del sulfatid també s’ha demostrat que evita la correcta ubicacié de
molecules promotores del creixement axonal, com NCAM L1 (Velasco et al., 2013).
Amb tot, es demostra que el sulfatid actua com a molecula senyalitzadora de diversos
processos, alguns d’ells en que I'activitat de les BRSKs s’ha vist que hi juga un paper,
com en la formacid de 'axd i en el seu manteniment, per mitja de la regulacié dels
microtubuls.

En resum, el sulfatid pot ser un bon candidat per a la regulacio de la localitzacio
i de la modulacié de I'activitat quinasa de les BRSKs en els diferents tipus neuronals i
glials.
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Estudis de cristal-litzacido del domini SCR2 de BRSK1

A dia d’avui es desconeix I'estructura tridimensional de les BRSKs. Donada I'alta
homologia del domini quinasa amb altres AMPK-related kinases es pot tenir una idea
de com esta estructurat aquest domini. Es coneixen la estructura tridimensional de la
subunitat catalitica d’AMPK (Xiao et al.,, 2011) i del domini quinasa i UBA de les
MARK1/2 (Panneerselvam et al., 2006; Marx et al., 2006) com a Uniques estructures
de quinases de la mateixa familia de les BRSKs. Malgrat tot, l'interes principal
d’aquesta familia son les seves regions C-terminal, ja que gracies a elles aquestes
quinases participen en gran diversitat de processos i tenen diferents localitzacions i
associacions amb altres proteines. Al nostre laboratori ens vam plantejar resoldre
I'estructura tridimensional de la regié SCR2 de BRSK1 mitjancant el seu estudi
cristal-lografic. Els motius pels quals vam estudiar aquesta regio van ser:

1) Ha estat descrit com la regié responsable pel patré puntuat de BRSK1 en
neurones hipocampals en cultiu, aixi com a regié important en la funcié d’alliberament
de neutransmissors (Inoue et al., 2006).

2) Dels resultats obtinguts al laboratori, I'SCR2 és la regid que uneix sulfatid
amb més afinitat, suggerint funcions importants en I’associacido de BRSK1 amb aquest
lipid.

3) Al expressar en cél-lules bacterianes fragments de BRSK1 que contenen la
cua C-terminal o aquesta regid (aa 296-778), es generen molts fragments de
degradacio (Fig. R19). En canvi, al expressar el fragment SCR2 — que es troba dins
d’aquesta regio — s’obté sencer, suggerint que pot actuar com a domini dins BRSK1.

La primera intencid va ser cristal-litzar 'SCR2 sense cap “tag” proteic adherit,
perd al resultar impossible per les diverses dificultats metodologiques exposades als
resultats, es va decidir purificar-ho fusionat a His-SUMO. Tot i la obvia desavantatge de
no tenir el fragment sol, aquesta estrategia presenta certes avantatges com: 1)
Aconseguim obtenir el domini His-SUMO-SCR2 pur i amb altres quantitats; 2) Millorem
substancialment la solubilitat del fragment en diferents tampons; 3) SUMO forma
cristalls i I'estructura tridimensional és coneguda i 4) En cas d’obtenir un cristall, es
facilitaria la obtencid de I'estructura cristal-lografica del domini SCR2, ja que es
solventaria el problema de la fase, per determinar la posicié del atoms i les distancies
dins la molécula, ja que es coneixen aquests parametres per la moléecula de SUMO.

Fins al moment s’han utilitzat diferents aproximacions metodologiques i s’han
assajat diferents condicions amb rangs de pH des de 4 a 10, diferents percentatges i
tipus del precipitant polietilenglicol (PEGs) i diferents sals i tampons a diferents
concentracions (Veure taula M12 a |'apartat Material i Métodes). Al no observar
cristalls, s’haura de canviar |'estrategia. En aquest sentit, caldria realitzar aquests
estudis en preséncia del lligant. Ja que la regid SCR2 uneix sulfatid, seria interessant
realitzar els assajos de cristal-litzacié de I'SCR2 en preséencia de sulfat, 3-sulfo-galactosa
o de sulfatid.

Amb tot, la resolucié de I'estructura permetra definir un nou domini proteic d’unid a
lipids.
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Ubiquitinacio de les BRSKs

La ubiquitinacié és un dels principals mecanismes que regulen els nivells de
proteina en cel-lules eucariotes. En molts casos aquests nivells oscil-len en regions
cel-lulars concretes amb |'objectiu de respondre a requeriments espacio-temporals
especifics. Aixo s’ha observat en processos regulats per les BRSKs, com son la
polaritzacié neuronal o el cicle cel-lular. La ubiquitinacié de proteines de la familia de
les BRSKs modula la seva activitat i la capacitat d’LKB1 per fosforilar-les (Al-hakim et
al., 2008). Aixi també s’ha observat que la ubiquitinacié de les BRSKs en regularia la
seva estabilitat i disponibilitat en diversos processos (Zhou et al., 2012; Li et al., 2012).

Donat el paper de la via LKB1/BRSKs en la polaritzacié neuronal, en el present
estudi s’ha estudiat la regulacié dels nivells de les BRSKs per tres E3 ubiquitina lligases
implicades en aquest procés: Trim2, Smurfl i Smurf2.

La majoria dels estudis s’han realitzat en cél-lules HEK293 donada la dificultat de
fer experiments de sobreexpressié en neurones. Es va constatar que en aquest tipus
cel-lular tant la BRSK1 com la BRSK2 sén degradades pel sistema ubiquitina
proteasoma, com ho demostra I'acumulacid d’espécies ubiquitinades d’alt pes
molecular que s’acumulen en preséncia del inhibidor del proteosoma MG 132 (Fig.
R34).

Trim2 pertany a la familia de ubiquitina lligases TRIM (tripartite motif), que
participen en una gran varietat de funcions cel-lulars, com és el cas de la
neurodegeneracid (Balastik et al., 2008), neuroproteccié en resposta a isquemia
(Thompson et al., 2011) i la polaritzacié neuronal (Khazaei et al., 2011). En aquesta
ultima funcio, TRIM2 controlaria la maquinaria de regulacié del citoesquelet necessaria
per a I'especificacid axonal, fent-la una bona candidata de regular els nivells de BRSK1.
No obstant, en experiments on s’ha sobreexpressat aquesta lligasa no s’ha observat
ubiquitinacio de les BRSKs (Fig. R36).

Pel que fa a Smurf2, és una lligasa que participa en la polaritat neuronal
ubiquitinant la GTPasa Rap1B, promovent aixi I’extensié d’un sol axé (Schwamborn et
al., 2007b; Schwamborn et al., 2007a). A més, Smurf2 té altres funcions, com el control
dels nivells d’alguns components de la via TGFB-Smads (Inoue and Imamura, 2008) o la
regulacio de I'adhesidé, migracio i invasié cel-lular (Jin et al., 2009). Aquesta lligasa té la
capacitat d’ubiquitinar a BRSK1 pero no a BRSK2 (Fig. R36).

La influéncia de la lligasa Smurfl en el procés de polaritzacié neuronal
s’observa a dos nivells: en neurones indiferenciades Smurfl desestabilitzaria els
complexos Par6/Par3/aPKC via ubiquitinacié i la posterior degradacié de Par6. En
aquestes condicions, la GTPasa RhoA es troba en forma activa i estabilitza els filaments
d’actina impedint aixi la neuritogenesis. En resposta a increments localitzats d’AMPc
les neurones inicien la transicié de I'estadi 2 a 3, moment en el que especifiquen I'axé.
L'increment d’AMPc intracel-lular es tradueix en un augment en I'activitat de la PKA.
Un cop activada, la PKA fosforila a Smurfl a la Thr306 provocant un canvi en la seva
especificitat de substrat. En aquestes condicions Smurfl deixa d’ubiquitinar Par6 i
passa a ubiquitinar RhoA. Amb aix0 s’aconsegueix I'acumulacié de Par6 aixi com la
degradacio de RhoA a la neurita que esdevindra axé (Cheng et al., 2011). En aquesta
neurita es donara una acumulacié dels complexos Par6/Par3/aPKC que actuaran com a
plataforma d’unié de tots els mediadors de |'especificacido de I'axd. Aixi veiem com
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Smurfl, en funcid de l'estadi de desenvolupament neuronal, actua inhibint o
promovent el creixement neuritic (Fig. 110).

Els resultats obtinguts al laboratori demostren que Smurfl és capag d’ubiquitinar
tant BRSK1 com BRSK2 (Fig. R36).

Per tal de demostrar que BRSK1 és un substrat de Smurfl es van utilitzar diferents
aproximacions experimentals. Les evidencies que donen suport a aquesta hipotesis son
les seglients:

1. La sobreexpressié de Smurfl en cel-lules HEK293 indueix la ubiquitinacié de
BRSK1 (Fig. R36).

2. La sobreexpressid de Smurfl provoca la degradacid tant de la forma endogena
de BRSK1 com de formes sobreexpressades (Fig. R37 i R38).

3. El mutant d’Smurfl C699A deficient en activitat lligasa és incapag d’ubiquitinar
BRSK1 i d’induir la seva degradacié (Fig. R39).

4. BRSK1 co-precipita amb la forma inactiva de Smurfl C699A (Fig. R40).

5. La degradacié de BRSK1 per Smurfl es veu potenciada per la co-expressid
d’UbcH5, una E2 lligasa especifica d’Smurfl (Fig. R42).

6. En assajos d’ubiquitinacié in vitro, Smurfl ubiquitina a BRSK1 (Fig. R45).

Es interessant observar que, com passa en el cas de les BRSKs, els ratolins doble
knock-out per a les lligases Smurfl i Smurf2 sén letals, mentre que la deleccié de
només una d’elles resulta en ratolins viables, fértils i que neixen seguint les freqiéncia
mendelianes esperades. Aix0 suggereix que una proteina podria suplir la funcié de
I'altre en cas de ser absent, adquirint un paper que en condicions normals no jugaria.

Els ratolins knock-out Smurfl'/'/Smuer'/' presenten defectes en la polaritat de
cél-lules de la coclea i son incapacos de tancar el tub neural, morint entre el dia
embrionari E10.5 i E12.5 (Narimatsu et al., 2009). Aixd, conjuntament amb les
deficiencies en polaritat dels ratolins doble KO de les BRSKs, suggereix que els dos
tipus de proteines son vitals en |'especificacié de la morfologia cel-lular. Amb les
nostres dades, seria interessant estudiar si el control dels nivells de les BRSKs en
diferents estadis del desenvolupament vindrien regulats per les lligases Smurfs,
actuant coordinadament per permetre la polaritzacié de diferents tipus cel-lulars
durant 'embriogénesi.

Control de la polaritat neuronal: Smurfl i BRSKs

Com s’ha mencionat anteriorment la fosforilacié de Smurfl a la treonina 306
per la PKA provoca un canvi en l'especificitat de substrat d’aquesta E3 ubiquitina
lligasa. Aixi quan es sobreexpressen diverses formes de Smurfl mutades en aquest
residu en models de neurones tant in vitro com in utero s’observen diferents fenotips.
Mentre que la forma salvatge indueix la polaritzacié i I'orientacid correcta de les
neurones dins les capes del cervell, el mutant BRSK1 (T306D) on la treonina ha estat
substituida per un acid aspartic que mimetitza la fosforilacié per la PKA resulta en un
fenotip en el que les neurones s’orienten correctament dins del cortex cerebral, pero
son  “multipolars”, és a dir amb més arboritzaci6 de neurites llargues.
Conseqientment, en cultius de neurones hipocampals electroporades amb aquest
mutant, augmenta considerablement el nombre de neurones multiaxoniques. Pel
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contrari, al sobreexpressar el mutant de Smurfl deficient en la fosforilacié per PKA
(T306A), les neurones presenten un fenotip amb neurones incapaces de polaritzar i
defectes en la migracid a través de les diverses capes corticals. Aquest ultim fenotip, és
molts similar al observat amb el mutant de Smurfl deficient en la seva activitat lligasa
(Smurfl C699A) (Cheng et al., 2011) .

La modulacio de la lligasa Smurfl per PKA no és exclusiva del control de la
polaritat neuronal. Per exemple, en el cas del receptor nuclear Nur77, on la fosforilacio
per la JNK regula la translocacié a mitocondria (Moll et al., 2006) aixi com promou la
seva inestabilitat, la forma fosforilada de Smurfl bloqueja la degradacié de Nur77 a
través de mecanismes d’ubiquitinaci6 no convencionals. Alguns tractaments
antitumorals com per exemple la cisplatina, utilitzen entre d’altres aquest mecanisme
per desencadenar la resposta apoptotica (Lin et al., 2013).

En aquest treball es demostra que I'especificitat de Smurfl per la BRSK1 depén
de l'estat de fosforilaci6 de Smurfl a la Thr306. Aixi, mentre la sobreexpressio del
mutant no fosforilable de Smurfl T306A promou la degradacido de la BRSK1, la
sobreexpressio del mutant fosfomimetic T306D no altera els nivells de BRSK1 (Fig.
R46). Per altra banda, el tractament amb un 'analeg no hidrolitzable del AMPc (db-
AMPc) en cél-lules en les que s’ha expressat la forma salvatge de Smurfl, restaura els
nivells de la BRSK1 (Fig. R47)

Com hem comentat anteriorment, durant el procés de polaritzacid neuronal la
PKA fosforila a LKB1 en la S431, la qual s"acumula a I’axd (Barnes et al., 2007; Shelly et
al., 2007). Aixo permetria la co-localitzacio a I'axd de la forma fosforilada de LKB1 i
BRSK1. De fet, la tincid de neurones hipocampals en cultiu amb I'anticos contra les
BRSKs fosforilades al T-loop revela que aquestes quinases co-localitzen amb el
marcador axonic Taul (Fig. R48).

Es interessant remarcar que durant la polaritzacié neuronal RhoA també és
fosforilat per PKA (Lang et al., 1996). Aquesta fosforilacié promou la unié de RhoA al
GDI (veure caixa D5), fent que quedi segrestada al citosol i per tant inactivada, requisit
necessari pel creixement axonic (Jeon et al., 2012). A més, la senyalitzacié per PKA
també fosforila i inactiva a Lfc, un Rho-GEF activador de RhoA (Meiri et al., 2009).

L’activacié localitzada de la via AMPc-PKA només ocorreria a I'axd i no a les
dendrites. Aixi, estudis amb semaforina 3A (Sema3A), un factor que guia i orienta les
neurones durant la migracio, s’ha vist que promou el creixement dendritic a I’hora que
inhibeix el creixement axonic. Per fer-ho, s’ha vist que disminueix els nivells de cAMP a
les dendrites -disminuint I'activitat PKA- amb la consequent reduccié de la fosforilacié
sobre determinants axonals com LKB1 (Shelly et al., 2011).

Els nostres resultats suggereixen que la via AMPc-PKA regula els nivells de BRSK1 a
I'axd a través de la ubiquitinacio per Smurfl. Aixi, proposem un model en el que les
BRSKs serien degradades per Smurfl en neurones no polaritzades, mentre que en el
moment de la transicio de I'estadi 2 al 3, 'augment localitzat d’AMPc en una neurita
determinada permetria I'activacido de PKA, que al seu torn fosforilaria els seglents
substrats:

1. RhoA ala S$188, inactivant la GTPasa i inhibint-ne la funcié (Jeon et al., 2012).

2. Smurfl a la T306, canviant I'especificitat de Par6 i BRSK1 a RhoA (Cheng et al.,
2011).

3. LKB1 ala$431, acumulant-la a I'axo (Shelly et al., 2007; Barnes et al., 2007).
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Tot junt faria que BRSK1 co-localitzés amb LKB1 a I'axd, on seria activada per
fosforilacié (Figura D4).

L’objectiu futur consistira en comprovar que les dades obtingudes en cél-lules 293T
també es poden reproduir en models neuronals, tot i que aix0 suposi diverses
dificultats metodologiques, com la baixa transfeccié de cultius neuronals, la dificil
expressid de proteines en estadis primerencs de diferenciacid i temps/cost d’aquests
models.
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Fig. D4: Model de polaritzacié neuronal induit per I'activacié de la PKA. En neurones en
estadi 2, I'activitat RhoA impediria la formacié de I'axd, a ’hora que les BRSKs i Par6 serien
ubiquitinades per Smurfl i posteriorment degradades. En resposta a I'activacidé de receptors
de neurotrofines, els nivells d’AMPc s’incrementarien localment actuant a diversos nivells:
RhoA seria fosforilada, inactivada i retinguda al citosol, a I’'hora que Smurfl fosforilada per
PKA, deixaria d’ubiquitinar i promoure la degradacié local de les BRSKs i Par6 i promouria la
degradacié de RhoA. La senyalitzacié per PKA també afectaria la fosforilacié a la S431 d’LKB1
que co-localitzaria i fosforilaria a les BRSKs al T-loop a la regié axonica.

BRSKs i la dinamica del citoesquelet

Durant molts anys s’ha estudiat el fenomen de polaritzacié neuronal utilitzant
models in vitro i in vivo. Gracies a aquests models, s’han identificat gran quantitat de
molecules que participen en l'establiment d’axons i dendrites, com quinases,
fosfatases, GTPases petites o proteines scaffold. Habitualment defectes en la
polaritzacié correlacionen amb canvis caracteristics en la organitzacid i dinamica del
citoesquelet (Caixa D4). Una grup de proteines que controla la organitzacié de
microtubuls sén les anomenades MAP (microtubule-associated proteins). Les families
de proteines MAP2 i Tau sOn conegudes per la seva habilitat d’interaccionar i
estabilitzar els microtubuls (Hirokawa et al., 1988; Al-Bassam et al.,, 2002). Tau
promou la polimeritzacio de la tubulina (Weingarten et al., 1975), a més de prevenir la
seva inestabilitat dinamica al unir-se als microtubuls (Drechsel et al., 1992). Tau és una
proteina de 441 aminoacids que consta de 79 residus de serina o treonina susceptibles
de ser fosforilats. En neurones s’ha vist que gran varietat de quinases fosforilen Tau, en
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residus concrets i en regions especifiques de la neurona. Algunes d’elles son GSK3,
CDK5, p38, JNK, PKA, PKC, CAMKII o MARKSs (Avila et al., 2004).

Caixa D4: Organitzacio i dinamica del citoesquelet en axons i dendrites

Per assolir I'eix axé dendrita és necessari que diversos factors actuin conjuntament en el
remodelament del citoesquelet. Els microtubuls i els filaments d’actina sén els principals
responsables de la citoestructura cel-lular.

Els microtubuls son heterodimers de a i B-tubulina agrupats en protofilaments lineals. Cada
microtubul consta d’agrupacions de 10-15 protofilaments formant cilindres de 24 nm de
diametre. Els microtibuls sén estructures polars i dinamiques. Aixi, en un extrem la y-tubulina
serveix com a motlle per formar el microtibul i a I’extrem oposat es produeixen cicles de
polimeritzacié/despolimeritzacié constants amb intercanvis de GTP/GDP.

Es interessant observar com existeixen diferéncies entre els microtubuls d’axons i dendrites.
Els microtubuls en axons estan tots orientats amb la zona activa de polimeritzacio encarada a
la punta de I'axd, mentre que en les dendrites aquestes zones estan orientades tant cap a
I’exterior, com cap al cos cel-lular. A més, ambdds processos difereixen amb les seves MAP
(microtubule-associated proteins), essent principalment MAP2 en dendrites i Tau a I'axo.
L'altre responsable de I'especificacié axonica son els filaments d’actina, que es troben a la
punta de les neurites i al con de creixement axonic, i son els responsables de la formacié de
fil-lopodis i lamel-lipodis.

Com participen els microtubuls i els filaments d’actina en el reordenament el citoesquelet
necessari per a 'especificacié axonal? L’assemblatge i estabilitzacié dels microttbuls en una
neurita és un senyal fisiologic per iniciar el procés (Witte et al., 2008). En una primera etapa, hi
ha una polimeritzacié de l'actina amb I’elongacié de fil-lopodis i formacié de lamel-lipodis,
processos que ocupen gran part del con axonic. Posteriorment els filaments d’actina es
desassemblen, formant una cavitat per on els microtibuls polimeritzaran i creixeran
direccionadament (Schaefer et al., 2008). La mateixa estructura del microtubul servira
posteriorment com a canal pel transport de diverses molécules, entre elles de nova tubulina, a
la punta del futur axo.

En canvi, a les neurites que esdevindran dendrites, la dinamica del citoesquelet és més estatica
i el citoesquelet d’actina més rigid i compacte (Bradke and Dotti, 1999).

Aixi, els filaments d’actina regularien la forma i la direccid del creixement mentre que els
microtubuls participarien en I'estructura i I’extensio de I'axé.
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2) La fosforilacio de Tau a la S262 i la capacitat d’induir la polimeritzacio de la
tubulina in vitro per part de les BRSKs és molt menor que la produida per altres
quinases de la mateixa familia, com MARK1 o SIK (Yoshida and Goedert, 2011).

3) Altres quinases de la familia de les BRSKs, com MARK2, fosforilen a Tau a la
S262 in vivo i son inhibides durant el procés de polaritzacié neuronal (Chen et
al., 2006).

4) En immunocitoquimiques de neurones hipocampals en cultiu la forma
fosforilada de Tau a la S262 es detecta en dendrites (Kishi et al., 2005), mentre
que les BRSKs actives localitzen a I’axé (Barnes et al., 2007).

5) La fosforilacié de Tau a la $262 promou la seva separacié dels microtubuls, amb
el conseqlient augment de la seva inestabilitat d’aquests (Drewes et al., 1995).
Durant el procés de polaritzacié neuronal es busca I'efecte contrari, amb un
augment de I'estabilitat dels microtubuls a la neurita que esdevindra axo.

Amb tot, la fosforilacid de la S262 de Tau per part de les BRSKs en el procés de
I'especificaciéo de I'axd sembla poc probable. Malgrat tot, no es pot descartar que
aquesta fosforilacid pugui ser important en altres estadis del desenvolupament de la
neurona, com en la neuritogénesis observada en els estadis 1 i 2 de diferenciacio, on
és necessaria una desestabilitzacié dels microtubuls per elongar i retreure petits
processos neuritics. Aquesta hipotesis quadraria amb els resultats obtinguts durant
una estada al laboratori de polaritat neuronal del Dr. Dotti a Belgica, que demostren
gue en neurones no diferenciades amb les BRSKs actives sobreexpressades, els nivells
de fosforilacio de Tau a la S262 es veuen augmentats, mentre que la transfeccio dels
mutants inactius no té efecte (Fig. D5A). Aixi, observem que BRSK1 endogena i Tau
fosforilada a la S262 co-localitzen en neurones hipocampals en cultiu durant I'estadi 1.
En canvi, un cop les neurones han elongat I'axé (estadi 3), la Tau fosforilada a la $262
localitza Unicament al cos neuronal i a les dendrites, mentre que BRSK1 ho fa
homogeniament en tota la neurona (Fig. D5B). Aixi, proposem que la fosforilacié de
BRSK1 a la S262 de Tau podria tenir un paper als estadis inicials del desenvolupament
neuronal, i que serien altres quinases, com MARK2 (Chen et al., 2006), les responsables
d’aquesta fosforilacio a les dendrites un cop la neurona ha polaritzat. Aquest fet
explicaria que els ratolins doble KO de les BRSKs presentin baixos nivells de pTauS262 i
la preséncia de neurones no polaritzades.

Les BRSKs també podrien tenir un paper en la regulacié de la dinamica de
microtubuls en estadis posteriors. En estudis en Drosophila s’ha observat la formacié
d’un loop de microtubuls a la terminal sinaptica (Roos et al., 2000). Diverses molecules
participen en la organitzacié dels microtubuls sinaptics, com els complexos Par3-Par6-
aPKC. Una de les proteines importants en aquest procés és aPKC, ja que mutants
d’aquesta produeixen alteracions en I'eficiencia de les sinapsis i la localitzacio a la
sinapsis de proteines com Bazooka i Par6 (Ruiz-Canada et al., 2004). Els possible paper
de BRSKs fosforilant Tau i les evidencies que BRSK1 podria fosforilar proteines
sinaptiques (Inoue et al., 2006) suggereix la possibilitat d’estudiar el paper de les
BRSKs en aquest procés.
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Fig. D5: Estudi de la fosforilacié de la Ser262 de Tau per BRSK1 en diferents estadis de la
polaritzacié neuronal. A) Es van electroporar neurones hipocampals de rata amb els
constructes indicats a la part superior i es van fixar després de 3 hores en cultiu.
Posteriorment es van tenyir les neurones amb I'anticos especific per a la S262 de Tau
(vermell). Els panells inferiors mostren la superposicié de les tincions (merged). B) Es van
fixar neurones hipocampals de rata en cultiu a les 3 hores (estadi 1) i a 2 DIV (estadi 3) ies
van tenyir amb anticossos especifics contra BRSK1 (vermell) i pTauS262 (verd). El nucli es va
tenyir amb tincié de Hoechst. L’escala representa 20 um. Resultats representatius de 3 (A) i 2
(B) cultius.
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Funcid de les BRSKs a la zona activa de polaritzacié neuronal

Com hem vist a la introduccid, pel desenvolupament i manteniment de la forma
caracteristica de les neurones es necessiten una serie d’aconteixements complexos
gue comencen amb una asimetria dels components dels progenitors neurals, que
gradualment aniran adoptant una morfologia polaritzada.

Les GTPases, aixi com efectors i reguladors d’aquestes, esdevenen
indispensables en el control del procés (Caixa D5). Un grup important amb aquesta
funcio sén les GTPases de la familia Rho i com a membres més destacats trobem RhoA,
Racli Cdc42.

En termes generals RhoA regularia la formacio de fibres d’estres i la contraccié
cel-lular mentre que Racl i Cdc42 promourien la formacidé de lamel-lipodis i fil-lopodis,
respectivament (Nobes and Hall, 1995). Més concretament, RhoA actuaria com a
regulador negatiu de la neuritogénesis (Da Silva et al., 2003), formacio de I'eix axo-
dendrita (Bradke and Dotti, 1999), arboritzacié i formacio d’espines dendritiques (Van
Aelst and Cline, 2004). Molts d’aquests efectes els realitza via el seu efector principal,
la quinasa ROCK. Mitjancant el tandem RhoA-ROCK s’augmentaria I'estabilitat de
I'actina, inhibint el creixement neuritic i evitant aixi la formacio de I'axd (Gonzalez-
Billault et al., 2012). En la mateixa linea, inhibidors del creixement axonal activen a
RhoA mentre que la sobreexpressié de Rho-GEFs, com p190RhoGEF, inhibeixen el
creixement de neurites (van Horck et al., 2001).

Caixa D5: Mecanisme d’accio i regulacié de les GTPases

Les GTPases son un conjunt de proteines d’entre 20 i 30 kDa expressades des de llevats
fins a humans. El mecanisme molecular d’aquest tipus de proteines es basa en un cicle
d’activacid/inactivacio, on la unié de GTP activa la GTPasa mentre que la unié a GDP la
manté en un estat inactiu. Les GTPases estan associades a compartiments
membranosos a partir de seqiieéncies polibasiques o de modificacions per prenilacions
de la cua C-terminal (Michaelson
et al., 2001). L'estat d’activacio de
les GTPases esta finament
controlat per un conjunt de
proteines reguladores: 1) Les GEFs
(guanine  nucleotide exchange
factor) catalitzen el canvi de GDP
per GTP, promovent |'estat actiu.
2) Les GAPs (GTPase activating
proteins) incrementen més de 100
vegades la hidrolisis de GTP de la
molécula, aconseguint aixi

Cylesusiatan
Dynamics
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Per la seva banda, Racl s’ha implicat en I'elongacié i arboritzacio de I'axo,
migracio neuronal i formacido d’espines dendritiques (Hall and Lalli, 2010), essent
necessaria la seva activacié per portar a terme aquests processos. Varies GEFs de Racl,
com Tiam/STEF, en potencien el seu efecte (Matsuo et al., 2003; Nishimura et al.,
2005). Racl regula la dinamica dels filaments d’actina positivament per mitja de les
quinases PAK1 (Jacobs et al., 2007) i negativament al associar-se amb Cdk5/p35
(Nikolic et al., 1998).

Per ultim, Cdc42 participa en la formaciod de fil-lopodis i en la polaritat cel-lular
en diferents organismes (Etienne-Manneville, 2004). En neurones la unié de GTP-
Cdc42 amb el complex Par3/Par6 promou el creixement axonic, conjuntament amb
una activacié de Racl (Nishimura et al., 2005).

Es necessaria una estreta regulacié de I'activitat de totes tres GTPases, ja que
actuen de manera coordinada en l'espai i el temps. Aixi veiem com RhoA-ROCK, pot
fosforilar i desfer el complex Cdc42-Tiam-Par3-Par6, inhibint aixi I'activacié de Racl
(Nakayama et al., 2008) (Fig. D6).

Podrien les BRSKs participar de la cascada de senyalitzacié de GTPases per acabar
regulant el citoesquelet d’actina? Fins el moment mai s’ha relacionat les BRSKs amb la
modulacio de I'actina, perd amb les dades actuals es podria postular la quinasa PAK1
com a un substrat de BRSK2 durant aquest procés donades les evidéncies segilients:

1) BRSK2 fosforila a PAK1 a la Thr423 al pancrees, on regula I'alliberament
d’insulina en resposta als nivells de glucosa en sang (Nie et al., 2012).

2) PAK1, deigual manera que les BRSKs, és essencial per a I’especificacio d’axons i
dendrites (Jacobs et al., 2007).

3) CDK5, juntament amb el seu co-activador p35, s'uneix a GTP-Racl i
hiperfosforila PAK1 inhibint la seva activitat necessaria pel remodelament del
citoesquelet d’actina i microtubuls (Nikolic et al., 1998).

Com hem vist a la introduccid, el tandem CDK5/p35 també regula la
hiperfosforilaciéo de la cua C-terminal de BRSK2, fet que disminueix la capacitat de
quinases upstream de fosforilar-ne el T-loop, amb la consequent reduccié de I'activitat
BRSK2. Aixi, a la neurita que esdevindra axd, PAK1 s’activaria via Racl i una putativa
fosforilacié per BRSK2, mentre que a la resta de neurites, CDK5/p35 actuaria com a
regulador negatiu de PAK1 i BRSKs com a quinases reguladores de la dinamica del
citoesquelet (Fig D6).

Per altra banda, els complexes Par3-Par6-aPKC actuen com a scaffolds aglutinant
moltes proteines relacionades amb el control de la dinamica del citoesquelet i
I’elongacié de I'axd entre els estadis 2 i 3 de polaritzacié. Durant aquest periode, a la
punta de I'axd s’acumulen les anomenades proteines TIP (microtubule plus end
tracking proteins), que s’encarreguen del control de la dinamica de microtubuls, el
creixement i la direccionalitat de I'axdé (Conde and Caceres, 2009) (Caixa D4). Entre
elles, la E3 ubiquitina lligasa APC localitza a la punta de I'axé (Votin et al., 2005), on
recluta a Par3 i consequientment el complex Par3-Par6-aPKC. Alla APC promouria la
polimeritzacié i disminuiria la velocitat de despolimeritzacié dels microtubuls via
efectors com EB1 (Nakamura et al., 2001) i KIF17 (Jaulin and Kreitzer, 2010). La lligasa
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APC regula els nivells de BRSK2 durant el cicle cel-lular (Li et al., 2012), aixi que no es
pot descartar que també actui sobre la quinasa durant la polaritzacié neuronal.

L oo

'

p190Rho
GEF

Modulaci6 del
filaments d'actina

Creixement axonal

Arboritzacié

Fig. D6: Senyalitzacid orquestrada per GTPases de la familia Rho en neurones. Les
GTPases de la familia Rho, RhoA, Cdc42 i Racl actuen conjuntament per modular els
filaments d’actina, el creixement axonal i I’arboritzacié. Fins al moment les BRSKs s’han
relacionat amb el creixement axonal i I'arboritzacié. Amb les dades bibliografiques
proposem que BRSKs també podrien participar en la modulacié dels filaments d’actina
via la quinasa PAK1.

Experiments d’interaccid de les BRSKs amb membres dels complexos Par seran
interessants per determinar si tenen la capacitat d’anclar les quinases en les zones
actives de polaritzacid on serien accessibles a substrats reguladors positius i negatius
del procés. En el futur s’intentara avaluar possibles fosforilacions de BRSKs sobre
aquests substrats. De moment, sabem que BRSK1 o BRSK2 no fosforilen a RhoA o Par6
mitjancant experiments in vitro (Fig. R50), pero no podem descartar que fosforilin
altres proteines, com Par3 o aPKC o proteines relacionades amb la senyalitzacié per
GTPases com ROCK o proteines GEF, GAP, GDI o altres GTPases (p.e. Rac o Cdc42).

Paper dels lipids de membrana en la localitzacié de BRSKs i Smurfl

Durant la formacié i manteniment de la polaritat cel-lular, alguns lipids de la
membrana cel-lular actuen en el procés com a molécules senyalitzadores o d’anclatge
de proteines. Concretament a neurones, diverses molecules proteiques i lipidiques
s’acumulen local i asimetricament al compartiment somatodendritic o a I'axd. D’entre
els lipids, el més estudiat és el fosfatidil inositol 3-fosfat (PIP3), que s’acumula a una
sola de les neurites immadures on, mitjancant I’activacio de la via PI3K/Akt orquestrara
I’especificacié axonica (Shi et al., 2003; Menager et al., 2004).

Un altre exemple son el gangliosids, glicoesfingolipids modificats implicats en
axiogenesis (Harel and Futerman, 1993). El gangliosid GM1, aixi com el seu enzim
productor, la plasma membrane ganglioside sialidase (PMGS), estan implicats en el
creixement axonal. Aixi, disminucié de l'activitat PMGS resulta en el bloqueig de
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I’elongacidé axonal, mentre que augments de la seva activitat augmenten el creixement
axonal aixi com acceleren la polaritzacid de proteines del citoesquelet (Rodriguez et
al., 2001). Es més, 'enzim PMGS localitza especificament a la neurita que esdevindra
I'axd, participant en el procés a dos nivells: induint linestabilitat de I'actina i
promovent la inhibicié de RhoA (Da Silva et al., 2005).

També el colesterol podria regular negativament el creixement neuritic i
I"especificacid de I'axd en neurones hipocampals en cultiu, perd no en neurones
corticals, via modulacié de I'activitat de la quinasa Fyn (Ko et al., 2005). D’aquesta
manera la distribucio i quantitat de certs lipids en diferents zones i tipus cel-lulars
podria afectar diferentment la seva morfologia.

En els ultims anys ha aparegut un paper creixent del galactolipids sulfatid en la
regulacio del creixement neuritic i la génesis neuronal (Winzeler et al., 2011; Karus et
al., 2012; Velasco et al., 2013). Estudis in vitro en neurones ganglionars de la retina
(RGCs, retinal ganglion cells), demostren que el sulfatid present a la mielina té la
capacitat d’inhibir el creixement neuritic (Winzeler et al., 2011). Un altre treball
conclou que els lipids sulfatats actuarien com a reguladors de la proliferacié dels
precursors neurals aixi com la seva maduracié al sistema nervios periferic (Karus et al.,
2012). Per ultim, recentment s’ha descrit el paper del sulfatid en la localitzacid i
organitzacié de la Galectina-4 (Gal-4) en el procés de creixement axonal (Velasco et al.,
2013). La reduccio dels nivells de Gal-4, aixi com la inhibicio de la sintesi de sulfatid en
neurones hipocampals en cultiu, disminueixen la unié de NCAM L1, una glicoproteina
amb funcié promotora del creixement axonal. Aixi, la unid Gal-4-sulfatid permetria una
correcta distribucio de glicoproteines implicades en el procés d’especificacio de I'axo.
Malgrat tot, moltes de les dades conegudes fins al moment provenen
d’experimentacio in vitro. Caldran més estudis per definir el paper del sulfatid in vivo,
com a molécula senyalitzadora i/o d’anclatge a proteines neuronals.

Com hem vist en aquest treball, les BRSKs uneixen sulfatid especificament (Fig.
R16). Malgrat no haver pogut detectar sulfatid en cultius neuronals per técniques
d’'immunocitoquimica, diversos autors demostren la preséncia del lipid en neurones
(Pernber et al., 2002; Molander-Melin et al., 2004; Isaac et al., 2006; Velasco et al.,
2013). No es pot descartar la possibilitat que in vivo els nivells de sulfatid en neurones
siguin més elevats que en neurones en cultiu o que la interaccio del sulfatid de les
cel-lules glials moduli molécules a la neurona. En aquest sentit, s’han observat
interaccions entre GalC i sulfatid entre membranes de la mielina d’oligodendrocits en
el que es coneix com a glicosinapsis, fenomen que resulta en senyalitzacio
transmembrana, modulacié del citoesquelet i agrupacié de dominis de membrana
(Boggs et al., 2010). Aixi seria interessant observar el possible paper del sulfatid de
cel-lules glials a la neurona, aixi com un hipotetic intercanvi de lipids de membrana
entre oligodendrocits i neurones.

Tot i que els nivells de sulfatid en neurones son significativament més baixos
que en cel-lules glials, microclusters de sulfatid podrien servir d’anclatge de les BRSKs
en la funcié neuronal on es facilitaria I'apropament a substrats o a enzims que la
poguessin modificar post-traduccionalment. Aixi veiem que la E3 lligasa Smurfl també
uneix fortament sulfatid (Fig. R51). L'associacié a membrana d’Smurfl sembla ser
important per la seva activitat lligasa, ja que un mutant del seu domini C2 amb dues
lisines mutades (Smurfl K29/K85A) que no pot associar-se a la fraccio particulada és
incapac¢ d’ubiquitinar i promoure la degradacié de substrats, com s’ha vist per RhoA (Lu
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et al., 2011) i nosaltres amb BRSK1 (Fig. R53). Experiments futurs aniran encaminats a
estudiar si aquest mutant també és incapa¢ d’unir al sulfatid. A favor d’aquesta
hipotesis tenim que a pH fisiologic Smurfl tindria una carrega neta positiva (pl 6,56),
mentre que el seu domini C2 aillat (aa 13-150), on es troben les lisines mutades és
fortament basic (pl 9,59). També seria interessant estudiar si la fosforilacid de la lligasa
per PKA modula la seva associacié a membrana.

Aixi, en el model proposat d’accié de Smurfl i les BRSKs durant la polaritzacid
neuronal podriem hipotetitzar que el sulfatid actuaria com molecula d’anclatge de
BRSK1 i Smurfl a la membrana (Fig. D4). En els primers estadis de polaritzacié, Smurfl
degradaria la BRSK1 i en resposta a l'activacié de la via cAMP/PKA, la BRSK1
s’estabilitzaria i el sulfatid podria tenir efecte en I'activitat de la quinasa, augmentant-li
I'activitat, facilitant-ne aixi la fosforilacié de substrats.
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Mitjancant estudis immunocitoquimics i de fraccionament subcel-lular de cultius
cel-lulars s’ha determinat que una fraccido de BRSK1 localitza a la membrana, de manera
resistent a la solubilitzacié amb el detergent Triton X-100 i independentment del seu estat
d’activacido. A més, un pool de la fraccié particulada de BRSK1 localitza als microdominis de
membrana lipid rafts. Per primera vegada es descriu la preséncia de BRSK1 en les cel-lules
no neuronals astrocits, oligodendrocits i microglia.

En cél-lules neuronals, la despolaritzacié induida per KCl provoca la translocacié d’una
fraccio de BRSK1 a la membrana, que és bloquejada parcialment per l'inhibidor de
palmitoilacié 2-bromopalmitat. Mitjangant assajos d’intercanvi de grups acil i biotina amb
extractes de cervell de rata es mostra per primera vegada que BRSK1, perd no BRSK2, esta
palmitoilada in vivo. Malgrat la generacid de diferents mutants no s’ha aconseguit la
identificacio del/s lloc/s de palmitoilacié en BRSK1.

BRSK1 i BRSK2 uneixen especificament sulfatid. Mitjancant assajos d’unié a liposomes i
protein-lipid overlay assays amb diferents mutants de deleccié es mostra que la regié SCR2
de BRSK1 (short conserved region 2, localitzada a la cua C-terminal) uneix especificament
sulfatid a través de 2 clusters d’aminoacids basics, i que els dominis quinasa i UBA de
BRSK1 no uneixen aquest lipid. A més, liposomes que contenen sulfatid activen
especificament l'activitat quinasa de BRSK1, el que representa un nou mecanisme
d’activacio d’aquesta quinasa, possiblement al-losteric.

Amb la finalitat de resoldre I'estructura de la regié SCR2 s’han realitzat diverses proves
de cristal-litzacié d’aquesta regid amb resultats negatius. Es proposa repetir aquests
assajos en preséncia del lligand (sulfatid) per tal de resoldre aquesta estructura.
L'assoliment d'aquesta fita podria suposar la definicid d’'un nou domini proteic d'unid a
lipids.

Utilitzant un anticos especific (Sulphl), s’ha posat a punt una técnica que permet la
deteccid i quantificacid del sulfatid d’extractes lipidics de cel-lules. Aquesta técnica, tot i
que permet la quantificacié del sulfatid d’astrocits i oligodendrocits, no detecta el sulfatid
intracel-lular de cultius de neurones corticals.

BRSK1 és ubiquitinada pel parell E2/E3 ubiquitina lligases, Ubch5 i Smurfl, el que
promou la seva degradacié proteosomal.

L'ubiquitinacié de BRSK1 per Smurfl esta controlada per la proteina quinasa A (PKA). Ja
que hem descrit un augment en els nivells de BRSK1 als primers estadis de la diferenciacid
neuronal, i que PKA controla I'especificacié de I'axd regulant Smurfl entre altres, els
nostres resultats suggereixen que la modulacié de I'activitat E3 lligasa Smurfl podria ser,
en part, responsable de I'augment dels nivells de BRSK1 observats durant la polaritzacié
neuronal

Tant Smurfl com BRSK1 uneixen sulfatid, suggerint un mecanisme de co-localitzacio
especific d’ambdues proteines a la membrana per mitja de I'unié al lipid. En canvi, altres
substrats de Smurfl com RhoA i Par6 no interaccionen amb el sulfatid.

Els estudis immunocitoquimics realitzats en neurones hipocampals en cultiu indiquen
que la fosforilacio de Tau a la Ser262 observat per altres autors podria océrrer durant
I'estadi 1 de la diferenciacié neuronal, coincidint amb la dinamica neuritica.

121



122



MATERIAL | METODES







Material i Métodes

1. Caracteritzacio dels anticossos contra BRSK1 i BRSK2

Per realitzar aquest treball s’ha disposat d’anticossos contra BRSK1 i BRSK2 produits en
ovella al MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) i cedits pel Dr. Dario Alessi.
Aquests anticossos van ser generats contra epitops de I'extrem C-terminal de cada
proteina (aa 774-794 de BRSK1 i aa 655-674 de BRSK2). La regio escollida de BRSK1 no
esta present a BRSK2 i la regié de BRSK2 té baixa homologia per a BRSK1 (Fig. M1),
presentant alta especificitat per a cada quinasa. En el moment de generar-los es van
realitzar diferents sagnats de les ovelles i purificacions dels anticossos, seguits d’'un
cribatge pels anticossos més potents, donant com a millors candidats el tercer sangrat
per a BRSK1 i segon sangrat per a BRSK2. Aquests anticossos s’han utilitzat per la
deteccié de les BRSKs per western blot (WB), per immunoprecipitacid (IP) i per a fer
estudis immunocitoquimics (IC).

SR S BT M RAE Y KASGGPE VFQKPVRFQVDI BESECGEERSEERDGSGEEG YSVTFTLESGPSRRFKR
SR AV MR AEY KAT GGPIVF QKPVKFQVDI €CEAQKE- - - - - - G YSVTFTLESGPSRRFKR
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Fig. M1: Alineament de les regions C-terminal de BRSK1 i BRSK2. La figura mostra els epitops
reconeguts pels anticossos BRSK1 (recuadre vermell) i BRSK2 (recuadre blau) produits en ovella.

Per corroborar la seva especificitat i eficiencia, es van comparar amb anticossos
comercials (Sigma) contrastats per al seu Us en WB, IP i IC amb BRSK1 i WB i IC amb
BRSK2.

La taula M1 mostra resumidament les caracteristiques de cada anticos.

Proteina Origen Obtingut de Epitop Aplicacions  Referéncia
reconeguda

BRSK1 In house Ovella C-term WB, IPiIC

BRSK2 In house Ovella C-term WB, IPiIC

BRSK1 Sigma Conill C-term WB, IPiIC SAB4200393
BRSK2 Sigma Conill N-term WB ilC SAB4200431

Taula M1: Anticossos contra BRSK1 i BRSK2 utilitzats.
1.1. Analisi de les BRSKs per western blot

BRSK1 i BRSK2 sén dues quinases amb pesos moleculars estimats de 85 i 75 kDa,
respectivament. Per |'avaluacio dels anticossos per western blot, es van carregar en un
gel desnaturalitzant de poliacrilamida idéntiques quantitats d’extracte proteic
provinent de neurones corticals de rata cultivades 3 DIV i després de realitzar
I'immunoblot corresponent es van detectar les BRSKs amb els anticossos d’ovella (in
house) i de conill (Sigma). En tots els casos es va utilitzar la mateixa concentracio
d’anticos primari (2 pg/ml) i secundari (1:2.500).
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A la figura M2, es mostra el patré de bandes obtinguts amb ambdds anticossos per a
cada proteina. Amb els dos anticossos contra BRSK1, es pot observar un doblet a 85-86
kDa, a més d’una banda no esperada d’aproximadament 120 kDa (indicada amb un
asterisc). A més, amb |’anticos de conill, a part d’obtenir un senyal més tenue, apareix
una banda inespecifica sobre els 60 kDa.

Per altra banda, I’anticos de BRSK2 d’ovella sembla ser més potent i especific que el de
conill, detectant principalment la banda esperada sobre 75 kDa.

Tot junt, ens indica que els anticossos d’ovella son millors per I'analisi de les BRSKs
mitjancant western blot.

BRSK1 BRSK2

Sheep Rabbit Sheep Rabbit
220 ?
120 — —
100] —

£ BRSK1

80| w_— «— BRSK2
60|l *

B S [— Actin = s F—

Fig. M2: Caracteritzacié dels anticossos per BRSK1 i BRSK2 per immunoblot. 20 pg
de llisat de neurones corticals a 3 DIV es van resoldre mitjancant gels d’SDS-PAGE i
immunoblot i es van detectar amb 2 pg/ml d’anticds contra BRSK1 d’ovella (1st BI. C-
term) o de conill (Sigma, SAB4200393) i contra BRSK2 d’ovella (2nd BIl. C-term) o
conill (Sigma, SAB4200431), respectivament. Es va utilitzar I'actina com a control de
carrega.

1.2. Determinacié de [l'eficiencia d’immunoprecipitacié dels anticossos de les
BRSKs.

Per a la realitzacio d’alguns assajos, I'eficiencia en la immunoprecipitacié de les BRSKs
utilitzant anticossos especifics és de vital importancia, de manera que ens vam
proposar la optimitzacié d’aquest assaig amb els diferents anticossos disponibles. Amb
aquest objectiu es van incubar 100 pg d’extracte proteic de neurones corticals de rata
cultivades 3 DIV amb proteina G sefarosa (control negatiu) i amb la resina amb 1 pg
dels diversos anticossos de les BRSKs units. Després de rentar la resina i eluir la
proteina es visualitza 'immunoprecipitat per electroforesi SDS-PAGE i western blot.

Com es mostra a la figura M3A, els dos anticossos de BRSK1 immunoprecipiten
proteina, tot i que és I'anticos d’ovella el que aconsegueix fer-ho amb una major
eficiencia. Es més, després de ’analisi densitometric de les bandes, es pot afirmar que
aquest anticos immunoprecipita el total de la BRSK1 present a I'extracte en aquestes
condicions, ja que el senyal obtingut per BRSK1 de 40 pg d’extracte (carril total) és 2,5
vegades inferior a I'obtingut després d’'immunoprecipitar-ne 100 pg (2,5 vegades més).
En el cas de BRSK2, observem uns resultats similars, on [|‘anticos d’ovella
immunoprecipita gran part de la proteina de |'extracte mentre que el de conill no
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funciona per aquesta téecnica (Fig. M3B). En ambdds casos el primer carril (No Ab)

o © — o 8 = _
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Fig. M3: Caracteritzaci6 dels anticossos per BRSK1 i BRSK2 per

immunoprecipitacié. A) Es va incubar 1 pg d’anticés contra BRSK1 d’ovella (1st BI.
C-term) o de conill (Sigma, SAB4200393) amb 10 pl de resina Proteina G-Sepharose
Fast Flow. Seguidament es va incubar la resina amb 100 pg de llisat de neurones
corticals de rata a 3 DIV i es va visualitzar la proteina immunoprecipitada per gel
SDS-PAGE i immunoblot. Es va afegir un carril amb 40 pug de llisat i un altre amb la
resina sense anticos. B) Es va realitzar el mateix protocol amb els anticossos contra
BRSK2 d’ovella (2nd BIl. C-term) o conill (Sigma, SAB4200431).

La deteccid es va realitzar amb els anticossos d’ovella BRSK1 (a) i BRSK2 (b) a 0,5
ug/ml i es va densitometrar les bandes per calcular ['eficiencia de la
immunoprecipitacié de cada anticos.

descarta la unié inespecifica a la resina.
Aixi podem afirmar que els anticossos d’ovella sé6n més utils també per
immunoprecipitacid.

1.3. Determinacio de la distribucio de BRSK1 i BRSK2 utilitzant els anticossos
d’ovellai conill.

Per ultim es va estudiar la distribucio de les BRSKs en immunocitoquimica de cultius de
neurones hipocampals utilitzant els anticossos anteriorment mencionats.

Es va utilitzar la co-tinci6 dels cultius per comparar el patré de distribucio de les BRSKs.
A la figura M4, es mostra com tant en el cas de BRSK1 com BRSK2 s’observa una
distribucié similar tant amb els anticossos d’ovella com de conill, validant-se
mutuament com a bons anticossos per a immunocitoquimica.

D’altra banda, aprofitant la preséncia d’astrocits en alguns cultius de neurones
hipocampals, es va determinar la presencia i distribucid de les BRSKs en aquest tipus
cel-lular amb els dos anticossos (Fig. M5A per BRSK1 i Fig. M5B per BRSK2).
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BRSK1 BRSK1
Hoechst 1 pg/ml Conill 1 pg/ml Ovella

BRSK2 BRSK2
Hoechst 1 pg/ml Conill 1 pg/ml Ovella

B ---

Fig. M4: Immunofluorescéncia de BRSK1 i BRSK2 en neurones hipocampals. Es van fixar
amb PFA neurones hipocampals de rata a 7 DIV i es van tenyir amb els anticossos de
BRSK1 (A) i BRSK2 (B) d’ovella (vermell) o de conill (verd). En ambdds casos es va tenyir
els nuclis amb Hoechst i es van obtenir les imatges amb una magnificacié de 20
augments. Resultats representatius de 2 cultius independents.

BRSK1 BRSK1

Hoechst 1 pg/ml Sheep 1 pg/ml Rabbit Merge
BRSK2 BRSK2

Hoechst 1 pg/ml Sheep 1 pg/ml Rabbit Merge

Fig. M5: Immunofluorescéncia de BRSK1 i BRSK2 astrocits de rata. Es van fixar amb PFA
cultius mixtes de neurones i astrocits hipocampals de rata a 7 DIV i es van tenyir amb els
anticossos de BRSK1 (A) i BRSK2 (B) d’ovella (vermell) o de conill (verd). En ambdds casos
es va tenyir els nuclis amb Hoechst i es van obtenir les imatges amb una magnificacio de 60
augments. Resultats representatius de 2 cultius independents
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1.4. Analisi de la reaccio creuada dels anticossos secundaris contra sheep i goat.

Durant el transcurs d’aquest treball s’han afrontat diversos problemes metodologics.
Un d’ells ha estat la cross-reaccido dels anticossos secundaris fets en goat amb
anticossos fets en sheep en estudis de co-tincié immunocitoquimica. Per comprovar
aquest fenomen, es van tenyir cultius primaris de neurones hipocampals a 3 DIV amb
el marcador de dendrites MAP2, anticos produit en mouse. Com a anticossos
secundaris es va afegir una barreja de Alexa goat anti-mouse 488 amb Alexa donkey
anti-sheep 594 (aquest ultim és utilitzat normalment per detectar les BRSKs al canal
vermell). Com es mostra a la figura M6A, |'anticos secundari que reconeix sheep (594),
també té afinitat per a I'Fc de la IgG de I'anticos que reconeix mouse (488), resultant
en un patré solapant als canals verd (especific) i vermell (inespecific).

Pel mateix principi, els anticossos secundaris contra sheep o goat poden ser utilitzats
indistintament per reconeixer anticossos primaris fets en sheep (com és el cas dels de
les BRSKs) tant per western blot (Fig. M6B) o per immunocitoquimica (Fig. M6C). Com
a curiositat, sembla que I'anticos secundari unit a la peroxidasa de rave que reconeix
goat, és més eficient que el que reconeix sheep, al exposar-los a igual concentracio de
primari i secundari, en mostres blotejades amb una anticos produit en sheep (Fig.
M6B).

Hoechst

Neurones corticals
de rata 3 DIV

BRSK1

2ari cabra
2ari ovella

BRSK1 1 ug/ml secundari BRSK1 1 ug/ml secundari
cabra Alexa 488 ovella 594

Fig. M6: Patré de reconeixement dels anticossos secundaris d’ovella i cabra. A) Es van fixar
neurones hipocampals de rata a 3 DIV i es van incubar amb anticos primari contra MAP2 (fet
en mouse) seguit de la incubacié amb els anticossos secundaris goat anti-mouse 488 nm i
donkey anti-goat 594 nm. B) Western blot de 20 ug de llisat de neurones corticals a 3 DIV. Es
va incubar amb 2 pg/ml d’anticés contra BRSK1 d’ovella (1st Bl. C-term) i amb els secundaris
de cabra (dreta) o ovella (equerra) a una dilucié 1:2000. C) Distribucié de BRSK1 en neurones
hipocampals de rata detectades amb anticossos secundaris contra cabra (verd) i ovella
(vermell). En a) i c) els nuclis es van marcar amb la tincid especifica de Hoechst.
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2. Cultius cel-lulars
2.1. Linies
Durant aquest treball s’ha treballat amb diferents linies cel-lulars:

- Cel-lules HEK293T: Linia cel-lular embrionaria de ronyé huma. Es va utilitzar la
variant T, que conté l'antigen T llarg del virus SV40, que permet una més
eficient replicacié episomal (Alwine, 1985). Son cél-lules facilment cultivables i
amb uns nivells de transfeccid i expressio episomal elevats.

- Ceél-lules SH-SY5Y: Linia cel-lular derivada de neuroblastoma de rata. Aquesta
linia ens ha permes estudiar la distribucidé i caracteritzacié de les BRSKs
endogenes.

- Ceél-lules Hela: Linia cel-lular procedent de carcinoma epitelial de cérvix huma.
Li manca la quinasa supressora de tumors LKB1 (Tiainen et al., 1999) i al no ser
d’origen neuronal també les BRSKs. S’ha utilitzat per monitoritzar necessitat de
I'activitat de les BRSKs en la seva localitzacié.

Les linies cel-lular utilitzades van ser obtingudes de I'European Collection of Cell Culture
(ECACC). Els vials es van descongelar, expandir i tornar a congelar en diversos stocks.
Per la congelacio dels vials es va utilitzar medi de congelacié, amb el medi i el doble de
serum de cada subtipus cel-lular i un 10% de DMSO, compost que travessa la
membrana i actua com a crioconservador, evitant la formacié de cristalls de gel
intracel-lulars. Un cop tripsinitzades les cel-lules, es centrifuguen 5 min a 1.000g i el
pellet es resuspen en el medi de congelacio, en el qual es mantenen un periode de 15-
30 min per equilibrar el medi cel-lular amb el crioprotector. Les cel-lules es
distribueixen en diversos criotubs i es mantenen dins d’un contenidor CryoFreezing
(Nalgen) que conté isopropanol, per aconseguir una congelacié lenta i gradual. Després
de 24-48 hores a -802C, es transfereixen els criotubs al tanc de nitrogen liquid.

Pel manteniment de les linies cel-lulars, un cop descartades contaminacions per fongs
o bacteris, es mantenen en incubadors a una temperatura fixa de 372C i una atmosfera
humida amb el 5% de CO,. Pel subcultius, les cel-lules eren expandides en diversos
suports. Quan arribaven a un 90% de confluéncia, es rentaven dos vegades en
phosphate buffered saline (PBS), es tripsinitzaven (2-3 min a 372C), es resuspenien en
medi complert i es distribuien als suports a la densitat desitjada mitjancant un
recompte amb una camera de Neubauer.

2.2.  Cultius primaris

Els cultius primaris utilitzats durant aquesta tesi han estat realitzats per Cristina
Gutierrez (Servei de Cultius Cel-lulars de I'INc, Universitat Autonoma de Barcelona
(UAB)) i Tinatin Zurashvili (PhD, UAB).

Els animals van ser proporcionats pel Servei d’Estabulari de la Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB) i pel procediment experimental es van seguir les directrius aprovades
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pel comité Etic de la UAB, en conformitat amb el decret de la Generalitat de Catalunya
(Decret 214/1997, DOG 2450).

2.2.1. Cultius neuronals

Els cultius primaris de neurones corticals i hipocampals van ser obtinguts a partir de
fetus de rates Sprague-Dawley al 17é dia de gestacié o de fetus de ratolins al 15¢é dia
de gestacid. El cortex o I'hipocamp es van disseccionar, dissociar enzimaticament i
diluir en DMEM (Sigma) complementat amb 10% FBS i penicil-lina/estreptomicina. Es
van sembrar 30.000 cél-lules/cm; en portaobjectes pre-tractats amb poli-D-lisina en
plaques de 24 pous. Dues hores després de sembrar es va canviar el medi per medi
Neurobasal (Invitrogen) sense serum complementat amb 2% B27 (Gibco), 2 mM L-
glutamina (Invitrogen), penicil-lina/estreptomicina i 0,6% (w/v) glucosa i es van cultivar
en incubadors en una atmosfera humida amb el 5% de CO2 a 372C durant els temps
indicats en cada experiment (days in vitro, DIV). La meditat del medi de cultiu va ser
canviat cada 3 dies per medi nou.

2.2.2. Cultius d’astrocits

Els astrocits van ser obtinguts a partir de cervell de rata a dia 1 post-natal. Es va
extreure el cervell, es va netejar de meninges i vasos sanguinis i es va homogeneitzar
en tampd Krebs (120 mM NaCl; 4,8 mM KCl, 1,2 mM KH,PO4; 25 mM NaHCO3 i 14,3
mM glucosa) amb 0,025% tripsina. Posteriorment les cél-lules van ser triturades
mecanicament i filtrades per una malla de 40 um en preséncia de 0,52 mg/ml
d’inhibidor de la tripsina i 170 IU/ml de DNasa. Després de centrifugar (5 min a 500g) i
resuspendre en DMEM  (Sigma) complementat amb 10% FBS i
penicil-lina/estreptomicina, es van sembrar 300.000 cél-lules/ ml en plaques de 24
pous amb portaobjectes recoberts de poli-D-lisina. Els astrocits es van mantenir en
cultiu durant 10 DIV en una atmosfera humida amb el 5% de CO2 a 372C abans de ser
fixades. Es va canviar el medi als 5 DIV.

2.2.3. Oligodendrocits

Els cultius enriquits en oligodendrocits van ser obtinguts a partir de cultius d’astrocits
primaris sembrats a 600.000 cél-lules/ml. Després de 7 DIV, es va sacsejar 2 hores a
250 rpm i tripsinitzar 5 min. Les cel-lules desenganxades es van sembrar en plaques de
24 pous a una densitat de 40.000 cel-lules/ml. Els cultius es van fixar després de 5 DIV
per immunofluorescencia.
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2.3. Material pels cultius
- Maedis de cultiu:

0 Cél-lules 293T i HeLa: DMEM (Sigma, D-5796), 10% Fetal Bovine Serum
(FBS) (Gibco), 1% penicil-lina/estreptomicina (Gibco).

Ceél-lules SH-SY5Y: DMEM F-12 HAM (Sigma, D-8437), 15% Fetal Bovine Serum (FBS)
(Gibco), 1% aminoacids no  essencials (Invitrogen, 11140-050) 4%
penicil-lina/estreptomicina (Gibco).

0 Medi de transfeccié de cultius primaris: OPTIMEM (Invitrogen, 11058-
021)

- Altres materials

0 Phosphate Buffered Saline (PBS) (Invitrogen, 10010-015).
0 Tripsina-EDTA (Gibco): 0,05% tripsina i 0,53 mM EDTA.

3. Transfeccions i llisis cel-lular

Els constructes utilitzats en aquest treball han estat obtinguts per clonatge al
laboratori o clonats per la Dra. Maria Deak i cedits pel Dr. Dario Alessi (MRC Protein
Phosphorylation Unit, Dundee, UK). Es pot trobar una llista detallada a 'annex 1.

3.1. Transfeccié amb polietilenamina (PEI)

Les linies cel-lulars HEK293T i Hela es van transfectar amb el polimer cationic
polietilenamina (PEIl), donada I'alta eficiencia de transfeccid. El meétode es basa en la
formacié del complexa PEI (carregat +) amb el DNA (carregat -), que sera endocitat per
la cel-lula. La transfeccid es realitzava quan el cultiu presentaven un 60-70% de
confluéncia. En aquest moment es barrejava el DNA amb el PEI (preparat en aigua a 1
mg/ml a pH 7,2) en 1 ml de DMEM sense sérum (en el cas de plaques de 10 cm),
s’agitava en vortex 5 segons i s'incubava 10 minuts a temperatura ambient per afavorir
la formacio dels complexes DNA/PEI. Seguidament s’afegia gota a gota la barreja sobre
les plaques. Els cultius es mantenien a lI'incubador durant 24-48 hores abans de ser
llisades.

En els casos en que la transfeccidé es realitzava en plagues de 6 pouets, es reduia el
volum de DMEM lliure de sérum a 250 pl.

En aquest metode és de vital importancia determinar préviament quina és la relacié
DNA:PEI idonia per a cada tipus cel-lular. En el nostre cas, tant per HEK293T com per a
Hela és 1 ug DNA: 10,5 ul PEI.
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3.2. Electroporacio

Les electroporacions de neurones corticals i hipocampals es van realitzar amb el
sistema Amaxa (Lonza), seguint el protocol descrit pel fabricant. Entre 1 i 4 ug de DNA
eren electroporats en d’entre 1x10° i 4x10° neurones hipocampals o corticals.

3.3. Llisi cel-lular

Les cel-lules eren cultivades fins que arribaven a un 90% de confluéncia en plaques de
diferents diametres en funcid de I'experiment. Posteriorment es rentaven dues
vegades sobre gel amb PBS fred i s’afegia el tampd de llisi (Taula M2). Les cél-lules es
recol-lectaven amb l'ajuda d’un scrapper (Sarstedt), es centrifugaven els llisats a
12.000 g durant 12 min a 4°2C i s’obtenia el sobrenedant per a la posterior
determinacio de proteina.

Per determinar la proteina s'utilitzava el metode de Bradford (Bradford, 1976),
mitjancant el kit Coomassie (Bradford) Protein Assay (Thermo Scientific, Pierce).

Tampo Composicio

Tampo de Llisi | 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,27 M sacarosa; 1 mM ortovanadat sodic; 1
mM EDTA; 1 mM EGTA; 10 mM glicerofosfat sodic; 50 mM NaF; 5
mM pirofosfat sodic; 1% NP-40 (1% Tritd en experiments de
fraccionament) i just abans d’utilitzar: 0,1% B-mercaptoetanol i un
cocktail d’inhibidors de proteases (Sigma)).

Tampé de 10 mM HEPES pH 7.9, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCl
fraccionament

Taula M2: Composicid del tampd de llisi i fraccionament cel-lular
4. Fraccionament subcel-lular

Es van sotmetre a fraccionament subcel-lular cel-lules SH-SY5Y, neurones corticals de
rata i ratoli i cel-lules 293T transfectades amb diversos vectors d’expressio.

Les cél-lules van ser llisades quan presentaven un 90% de confluéncia i els cultius
primaris a 7 DIV, amb 1 ml per disc de 10 cm de tampd de fraccionament fred (Taula
M2). Aquest tampod és hipotonic, fet que fa que les ceél-lules rebentin sense necessitat
de cap detergent. Després d’incubar 10 min sobre gel, les cél-lules es recollien amb
scrapper i es transferien a un homogeneitzador Dounce (40 vegades amunt i avall). En
aquest punt es separaven 250 pl corresponent a la proteina total abans de fraccionar
(TOTAL). Seguidament, es centrifugava 15 min a 2.000 g a 49C per separar (i descartar)
la fraccio nuclear i restes de cél-lules que no havien rebentat (pellet). El sobrenedant
era sotmes a una nova centrifugacio de 15 min a 20.000 g a 42C, per separar organuls
com mitocondries i lisosomes i posteriorment a una centrifugacié d’1 hora a 100.000 g
a 42C. El sobrenedant resultant era considerat la FRACCIO CITOSOLICA, mentre que el
pellet, un cop rentat amb tampd de fraccionament, es resuspenia en 300 pl de tampé
de llisi (Taula 1) amb 1% Trité X-100. L’extracte obtingut es mantenia 45 minuts rodant
en noria a 42C i es sotmetia a una nova centrifugacié d’1 hora a 100.000 g a 4°C. El
sobrenedant resultant era considerat la FRACCIO MEMBRANES TRITO, mentre que el
pellet era resuspés amb Tris-HCl 50 mM + 1% SDS (FRACCIO MEMBRANES SDS). Un cop

131




Material i Métodes

obtingudes les diferents fraccions es mesurava la quantitat de proteina (descrit a
I'apartat 3.3) i es carregava la mateixa quantitat de proteina de cada fraccié.

Per a cada fraccionament s’utilitzaven 3 discos de 10 cm. La figura M7 mostra un
esquema simplificat del métode.

HOMOGENATE
1.000 g 15 min
SUPERNATANT
20.000 g 15 min
NUCLEUS SUPERNATANT
100.000g1h
MITOCHONDRIA
v A 4
CYTOSOL
1% Triton X 100
100.000g1h
l SUPERNATANT
v
TRITON MEMBRANES
1% SDS
v

SDS MEMBRANES

Fiz. M7: Representacié esauematica del fraccionament subcel-lular.

Tractaments realitzat a cultius cel-lulars previs al fraccionament subcel-lular:

- Tractament amb KCl: Es van realitzar tractaments en cel-lules SH-SY5Y i
neurones corticals de ratoli.

0 Les cél-lules SH-SY5Y van ser platejades i 48 hores més tard es va afgir
KCl 10 mM durant 20 min a 379C previament a ser llisades i procedir al
fraccionament subcel-lular pertinent.

0 Neurones corticals de ratoli a 12 DIV van ser tractades amb 50 mM KClI
durant 20 min a 372C. Immediatament després van ser llisades i
subjectes a fraccionament subcel-lular.

- Tractament amb 2-BP: Cel-lules SH-SY5Y van ser platejades i a les 48 hores es
pretractar les cel-lules durant 4 hores amb 100 uM de l'inhibidor de la
palmitoilaciéd 2-bromopalmitat en els casos indicats. Immediatament després
les cel-lules van ser despolaritzades amb 10 mM KCl durant 20 min a 379C i
llisades i subjectes a fraccionament subcel-lular.
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5. Assaig ABE

L’acyl-biotin exchange (ABE) assay (assaig ABE) és una tecnica utilitzada per a la
determinacié de palmitoilacions en cisteines. La base de la tecnica és el bloqueig dels
grups tiol lliures amb I'agent alquilant de cisteines N-etilmaleimida (NEM), seguit del
tall especific de l'enllag tioester de les cisteines modificades amb el reactiu
hidroxilamina (HAM), per finalment bloquejar els nous grups tiols exposats amb el
reactiu especific de grups sulfidril biotinamido-4-[4’-(maleididometil)
ciclohexancarboxamido] buta (biotina-BMCC). Les proteines palmitoilades es poden
detectar per western blot utilitzant anticossos contra streptavidina o biotina(Drisdel
and Green, 2004). Una variant de la técnica (Ohno et al.,, 2009) es basa en, un cop
substituit el palmitat per la biotina-BMCC, immunoprecipitar la proteina biotinilada
amb estreptavidina i fer un western blot contra la proteina d’interés, de manera que
les proteines palmitoilades en origen es poden discernir de les no modificades.

ABE ASSAY: Acyl-Biotin Exchange assay

AR
q q
Blocking Cys with Cleavage moditied Cys Bound of Biotin- o _
Protein IP NEM with HAM BMCC to free Cys-SH BIO_tI_n IP with
avidin beads

(+ CONTROL)

Fig. M8: Representacié esquematica de I'assaig de palmitoilacié ABE assay. L’acyl-biotin
exchange assay (ABE assay) consisteix en la immunoprecipitacié de la proteina d’interés
amb anticossos especifics seguit del bloqueig dels grups sulfidril de les cisteines no
modificades amb el reactiu NEM. Seguidament es trenca I'enlla¢ del palmitat amb la
proteina amb hidroxilamina (HAM) i s’incorpora biotina a les cisteines que han quedat
lliures. Posteriorment, s'immunoprecipita la proteina modificada utilitzant una resina
d’estreptavidina. Per ultim s’analitza per immunoblot I'immunopreicipitat i es compara
amb la mostra control (sense tractar amb HAM).

Es va llisar cervell de rata de 6 setmanes amb tampd de llisi ABE (Tampd A, Taula M3) +
50 mM NEM. Es van immunoprecipitar 1,5 mg de llisat amb anticossos especifics per
BRSK1 i BRSK2 1 hora a 42C en rotacié. Posteriorment es renta una vegada amb tampd
A + 10 mM NEM, una vegada amb tampd astringent ABE (Taula M3) i tres rentats amb
tampo A sense NEM. En aquest punt es separa la mostra en dos: una s’incuba tampd A
i I'altre amb el mateix tampd amb 1 M HAM durant 1 hora a temperatura ambient en
rotacid. Després d’un rentat amb tampd de A a pH 6,2, s’incuba la mostra amb 1 uM
biotina BMCC (en tamp6 A pH 6,2) 1 hora a 42C en rotacid. Seguidament es renta amb
tampo A pH 6,2 i s’elueix la proteina immunoprecipitada amb 80 pl de tampd d’elucio
ABE (Taula M3) 5 min a temperatura ambient. Després de diluir 20 vegades amb
tampod A, s'immunoprecipita la proteina biotinilada amb una resina d’agarosa amb
avidina conjugada (Sigma) durant 1 hora a 42C. Finalment es renta dues vegades amb
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10 mM Tris-HCl pH 7,4 i la proteina unida a la resina es desenganxa amb tampd de
carrega préviament al western blot.

Una representacio esquematica de I'assaig es mostra en la figura M8.

Tampd/Reactiu Composicio

Tampd de llisi ABE (Tampo 50 mM Tris—HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Trité
A) X-100

Tampd astringent ABE 50 mM Tris—HCI pH 7.4, 500 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1%
SDS + 10 mM NEM
Tampd d’elucio ABE 50 mM Tris—HCl pH 7.4, 5 mM EDTA and 2% SDS

Taula M3: Composicié dels tampons necessaris per realitzar I’assaig ABE.
6. Teécniques immunocitoquimiques

Per a I'analisi immunocitoquimic, les cel-lules crescudes sobre portaobjectes
pretractats amb poli-D-lisina van ser rentades dues vegades amb PBS i fixades amb
paraformaldehid (PFA) al 4% en PBS durant 20 min a temperatura ambient. Després de
3 rentats de 5 min amb PBS en agitacio suau, es va permeabilitzar amb la solucié A
durant 7 min, seguit d’'un rentat amb PBS i 15 min amb la solucié B. Pel bloqueig es va
utilitzar la solucié C durant 1 hora. Durant el bloqueig es van preparar les dilucions dels
anticossos en solucid D i es van incubar tota la nit a 49C. L'endema es renten els
portaobjectes 4 vegades amb PBS, seguit de 45 min d’incubacié amb ['anticos
secundari pertinent en solucié D (Dilucié 1/400) i 4 rentats amb PBS. Per tenyir els
nuclis cel-lulars, s’afegeix 5 ng/ml de Hoescht 33259 (Invitrogen) diluit en aigua
destil-lada durant 5 min i seguit de 4 rentats amb PBS. Finalment, es munten les
preparacions amb medi de muntatge Fluorosave™ (Calbiochem), i les mostres es
visualitzen al microscopi de fluorescencia Nikon Eclipse 90i.

Per a I'estudi de la unié de BRSK1 a membranes presinaptiques en cultius primaris de
neurones corticals de rata i ratoli es van tractar els cobreobjectes durant 90 segons
amb 0,1% Trité X-100 diluit en PBS en agitacido suau, immediatament abans de ser
fixades amb 4% PFA.

Els tampons utilitzats per les técniques immunocitoquimiques es mostren en la Taula
M4 i els anticossos secundaris a la Taula M5.

Solucio Composicio

Solucié A | 0.02% saponina en PBS

Solucio B | 0.01% saponina; 10 mM glicina en PBS

Solucio C | 0.01% saponina; 10 mM glicina; 5% BSA en PBS

Solucié D | 0.01% saponina; 1% BSA en PBS

Taula M4. Tampons utilitzats per técniques immunocitoquimiques.
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Animal en el qué | 1gG reconeguda | Absorcié (nm) Color
ha estat produit
Donkey Sheep 488 Verd
Donkey Sheep 594 Vermell
Donkey Mouse 488 Verd
Donkey Mouse 568 Vermell
Donkey Rabbit 488 Verd
Donkey Rabbit 568 Vermell
Donkey Mouse 647 Vermell llunya

Taula M5. Anticossos secundaris utilitzats per immunofluorescencia.
7. Técniques de biologia molecular
7.1. Preparacio de bacteris competents i emmagatzematge de plasmidis.

Els DNAs plasmidics obtinguts i utilitzats durant aquest treball s’Than emmagatzemat
tant en stocks de DNA com en glicerinats bacterians.

7.1.1. Obtencid de bacteris supercompetents.

Per realitzar les teécniques de biologia molecular es van generar stocks de bacteris
supercompetents. A primera hora es sembra una colonia d’una placa fresca d’E.coli
DH5a en un tub de 5 ml amb LB sense antibiotic i es deixa créixer tot el dia a 372C. A
ultima hora es sembren els 2,5 ml en un erlenmeyer amb 250 ml d’LB (dilucié 1/100).
Es deixa créixer tota la nit a temperatura ambient i I'endema es determina la OD600
(és aproximadament 0,6). Posteriorment es deixa el cultiu en gel durant 10 min i es
centrifuga a 1000 g (3000 rpm rotor Beckman JA14) durant 10 min a 49C. Es treu el
sobrenedant (amb compte perqué el pellet és molt fragil), es resuspén amb 80 ml de
tampd TB (Taula M6) i es torna a incubar 10 min en gel i a centrifugar a 1000 g durant
10 min a 49C. El pellet resultant es resuspén en 18,6 ml de tampd TB i a continuacid
s’hi afegeix 1,4 ml de DMSO (concentracié final del 7%). Rapidament es fan aliquotes
de 500 pl i es congelen en nitrogen liquid.

Reactiu Molaritat Mw 500 ml
PIPES 10 mM 302,4 1,512 ¢
CaCl, 15 mM 147,02 1,10¢g
KCl pH 6,7 amb KOH** 250 mM 74,55 9,3g
MnCI2 55 mM 197,9 544 ¢
Afegir el 55 mM MnCl, després d’ajustar el pH a 6,7 del KCI
amb KOH!!!

Taula M6: Composicio del tampd TB
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En els casos de produccid de proteina recombinant s’utilitzava la soca bacteriana E.coli
BL21 DE RP human (resistents al cloramfenicol).

En aquests casos s’obtenien els bacteris competents frescos: Es picava una colonia
d’una placa d’agar amb cloramfenicol (34 pug/ml). Es feia créixer un cultiu de 5 ml d’LB
amb cloramfenicol tota la nit a 372C en agitacié i I'endema es transferien 150 ul a un
nou tub amb 5 ml d’LB + cloramfenicol. Es deixava créixer durant 90 min a 379C en
agitacié i es centrifugava a 1500 g durant 5 min a 49C. El pellet resultant es va
resuspendre en 500 pl de CaCl, 50 mM esteril i es mantenien el bacteris en gel durant
30 min. Seguidament, es tornava a centrifugar de nou a 1500 g 5 min a 4eC i es
resuspenia en 500 pl de CaCl, 50 mM esteril. En aquest punt els bacteris ja estan
llestos per ser usats, perdo es poden mantenir en gel durant varies hores (inclis pot
augmentar |'eficiéncia de transformacié posterior).

7.1.2. Transformacio de bacteris.

Per a la transformacio de DNA, entre 2 i 10 ng de DNA plasmidic eren barrejats amb
100 pl de bacteris supercompetents i incubats durant 30 min en gel, per afavorir
I'apropament del DNA a les membranes bacterianes. Passat aquest temps, es
realitzava un xoc térmic (2 min a 422C seguit de 2 min a 42C) per aconseguir incorporar
el DNA als bacteris i immediatament s’afegia 400 ul de medi SOC (Taula M7) i
s’incubava 1 hora a 372C en agitacié. Aquesta hora permet als bacteris recuperar-se de
I’estrés produit pel procés de fer-les competents i el xoc termic, aixi com els hi permet
expressar la resistencia a I'antibiotic (codificat pel plasmidi). Finalment, es plaquegen
entre 30 500 pl en plaques d’LB amb I'antibiotic adient.

Medi | Composicio

LB 25 g/l medi Luria Broth Base (Invitrogen, ref. 12795-027) en aigua destil-lada
(autoclavat)

SOC 2% w/v triptona; 0,5% w/v extracte de llevat; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCl; 10
mM MgClI2; 10 mM MgS04; 20 mM glucosa.

Taula M7. Composicid dels medis de cultiu bacterians LB i SOC
7.1.3. Amplificacié i emmagatzematge de plasmidis.

Un cop obtingudes les colonies que contenen el plasmidi desitjat, es creixen en un
cultiu de 5 ml durant el dia i, en funcié de la quantitat de DNA necessaria es procedeix
a fer una Miniprep (Qiagen) o un cultiu de 250 ml seguit d’'una Midiprep (Capsumlab)
seguint el protocol de la casa comercial. En qualsevol cas, sempre es procedeix a fer un
glicerinat consistent en 800 pl del cultiu amb 200 ul de glicerol. Aquests stocks es
guarden a -809C.
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7.2. Clonatge de vectors

7.2.1. Amplificacié per PCR

La obtencié de varis constructes utilitzats durant aquest treball es van realitzar

mitjanc¢ant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR).
En un volum final de 50 ul de reaccidé es van afegir els seglients components:

Component Concentracid “stock” Concentracid final Volum
dNTPs (dATP,dTTP,dGTP,dCTP) | 10 mM (2,5 uM cada) 5uM (1,25 uM de cada) | 1 ul
Tampo polimerasa Expand 10X 1X 5ul
Primer FW 100 pmol/ul 1 pmol/pl 0,5 ul
Primer RW 100 pmol/ul 1 pmol/ul 0,5 ul
DNA motlle En funcié del plasmidi inicial | 0,1i 1 ng/ul Xpul
Polimerasa Expand (Roche) 2,6 U/ ul 26 mu/ul 0,5 ul
H,0 destil-lada esteril Xul

**Es important afegir el 4% de DMSO a les reaccions amb els constructes de les BRSKs donat que a la
part 3’ té un elevat contingut en CG que fa impossible d’amplificar el producte de PCR.

Es va seguir el programa de PCR seglient (exemple pel constructe pCMVHA-BRSK1):

Temperatura | Temps Fase

95eC 1’ Hot start*!

95°C 1’ Desnaturalitzacio DNA
652C 1’ 25 cicles** | Hibridaci de primers*?
72°C p Elongacié**

72°C 10’ Final de cicle

4eC Infinit Manteniment a 42C

*LEl temps de I'inici pot fluctuar entre 1’ (plasmidis) i 10’ (DNA gendmic)

*2Els cicles poden fluctuar entre 18 i 30.

**a temperatura d’hibridacié dels primers va ser calculada en cada cas seguint la equacié: Tm = (A+T)*2
+(G+C)*4 -5

**E| temps d’elongacié depén de la polimerasa. En el cas de la utilitzada, la Expand High Fidelty (Roche),
45 seg per amplificats fins a 0,75 Kb; 1 min per 1,5 kb; 2 min per 3 Kb.

7.2.2. Mutagenesis dirigida

Les mutacions puntuals en diversos constructes obtingudes durant aquest treball es
van realitzar mitjancant PCRs successives. A partir del motlle en el qué es desitjava
realitzar les mutacions puntuals, s’amplificava per PCR amb un primer especific de
I'extrem 5’ (amb les dianes de restriccid per un posterior clonatge en el vector desitjat)
i un altre amb la mutacié desitjada (primer RW). En paral-lel es realitzava una altre PCR
amb el primer amb la mutacié (primer FW) i un primer especific de I'extrem 3’ (amb el
codd STOP en cas de ser necessari i les dianes de restriccié adients).
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Un cop obtinguts els dos fragments, es purificaven en gel d’agarosa (veure apartat
7.2.3.) i es tornava a realitzar una PCR utilitzant els productes i els primers en 5’ i 3’ de
les reaccions anteriors. Finalment s’obté un producte de PCR amb la mutacié desitjada.

Tots els primers utilitzats durant aquest treball es poden trobar en I'annex 2.
7.2.3. Purificacions de DNA en gels d’agarosa, digestions i lligacions.

Una vegada obtinguts els fragments de PCR es van purificar en columna amb el
QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) seguint el protocol determinat per la casa
comercial, en un volum d’elucid del DNA final de 30 pl.

Les bandes pures es van tallar amb els enzims de restriccio adients en cada cas durant
3 hores a 372C en un volum final de 30 pl.

Component Volum *!' En cada cas es comprovava la idoneitat de condicions del

Tampd Enzim (10X) *1 3l tampd pels dos enzims consultant la taula de I'annex 3. En cas
) de no ser compatibles, primer es tallava amb el tampd de

DNA a tallar 15 pl I’enzim amb menys sal 3 hores i després s’hi afegia el seglient

Enzim 1 1l tampo (alta concentracio de sal) 3 hores més.

Enzim 2 1l *? provinent dels 30 pl eluits després de la purificacié del gel

d’agarosa.

Aigua destil-lada esteril | 10 pl

Paral-lelament es va tallar 1 pg del plasmidi necessari per a cada clonatge concret. En
el cas del plasmidi, la ultima mitja hora de digestié s’hi afegia 5 ul de fosfatasa alcalina
(Roche) directament sobre la reaccid per evitar la relligacié del plasmidi.
Els fragments i el plasmidi digerits es van purificar en gel d’agarosa. Posteriorment es
va procedir a la lligacié utilitzant dues relacions de plasmidi:insert (1:1 i 1:4) i es va
barrejar amb 5 pl de lligasa (Takara) durant 1 hora a 1629C al termociclador. Es va afegir
un control d’autolligacié amb plasmidi i sense insert. Imnmediatament després es van
afegir 100 ul de bacteris supercompetents sobre les lligacions i es va transformar i
sembrar en les plagues adients com ha estat descrit anteriorment.
Les colonies de les plagues control es picaven i es creixien tota la nit en un cultiu de 5
ml d’LB amb l'antibiotic adient. L'endema s’extreia el plasmidi mitjancant una
Miniprep (kit QIAGEN Plasmid Miniprep, QIAGEN) i es tallaven amb enzims de
restriccio, les dianes dels quals es trobaven dins l'insert i féra el plasmidi, per
comprovar la insercid i orientacié del constructe obtingut.

Tots els clonatges van ser comprovats per seqiienciacié amb primers especifics
al Servei de Genomica de la Universitat Autdnoma de Barcelona.

8. Expressio de proteines en sistemes bacterians
8.1. Induccié de I'expressio proteica en E.coli BL21
Per a I'expressid de proteines recombinants, com s’ha esmentat anteriorment, es va

utilitzar la soca E.coli BL21 DE RP human. Aquesta soca presenta les avantatges que és
menys sensible a I'estres causat per la sobreproduccié de proteina exdgena i conté
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copies extra dels tRNAs més usats en I'expressié de proteines heterologues a E.coli (en
el plasmidi pACYC que els hi confereix resisténcia al cloramfenicol).

Els plasmidis utilitzats per a la expressid de proteines recombinant han estat el
PGEX6P1 (obtencié de proteines unides a GST en N-term) i el pETDuetl, pET15b,
pET23a i pET28b-SUMO (obtencid de proteines unides a 6xHis en N-terminal).

Es va transformar 5 ng del constructe d’interes en BL21 i a partir d’'una colonia es va
créixer un cultiu de 5 ml d’LB amb cloramfenicol (34 pug/ml) i I'antibiotic pel qual
confereix resistencia el plasmidi utilitzat. Un cop confluent, es va transferir en un cultiu
de 500 ml d’LB amb els corresponents antibiotics i es va deixar créixer fins que va
arribar a una densitat optica a 600 nm de 0,7. En aquell moment es va afegir 200 uM
d’isopropil-B-D-1-tiogalacopiranosid (IPTG) i es va cultivar 3 hores a 372C (el temps i la
temperatura podien variar en funcid del constructe).

Un cop induit, es centrifugava el cultiu a 1.000 g durant 30 min a 42C i es resuspenia el
pellet en 30 ml de tampo de llisi (Taula M2) fred, es sotmetia a un cicle de congelacié
descongelacidé a -209C, es sonicava (6 X 30 seg) i es centrifugava novament a 25.000 g
durant 30 min a 42C.

8.2. Purificacié i emmagatzemament de proteines recombinants

A partir dels 30 ml de sobrenedant obtingut es procedia a la purificacié de la proteina
amb resines especifiques.

8.2.1. Purificacié de proteines amb GST

Es van incubar 200 pl de resina glutatié-sefarosa (préviament preequilibrada amb
tampd de llisi) amb el llisat bacteria durant 2 hores a 42C en agitacié. Posteriorment a
una centrifugacio de 2 minuts a 1.000 g, es va rentar la resina quatre vegades amb
tampd de llisi complementat amb 500 mM de NaCl i tres rentats amb tampd quinasa
(Taula M8). Per a l'elucié es van utilitzar 100 pl de tampd d’elucié (Taula M8)
complementat amb 40 mM glutatio reduit.

8.2.2. Purificacié de proteines amb His

En el cas de les proteines amb una cua d’histidines unida s’utilitzava un protocols
semblant amb petites modificacions. S’utilitzaven 200 ul de resina Ni2+—agarosa i
durant la incubacié de llisat amb la resina s’afegia 10 mM imidazol, als tampons de
rentat se’ls afegia 20 mM imidazol i per a I’elucid final s’utilitzava 200 mM imidazol.

En tots dos casos, si la utilitzacié de les proteines en experiments posteriors ho
requeria, es dialitzaven utilitzant sacs de dialisi (sigma) de 10.000 Da de porus i/o es
concentraven utilitzant centricons (Sartorius) de diferent mida de filtre.

Tampo Composicio

Tampd quinasa 50 mM Tris pH 7.5; 0.1 mM EGTA; 0.1
% (v/v) B-mercaptoetanol

Tampd d’elucio 50 mM Tris pH 8; 0.1 mM EGTA; 0.1 %
B-mercaptoetanol + 0,27 M sacarosa

Taula M8: Composicié del tampons utilitzats per a la purificacié de proteines.
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9. Técniques lipidiques
9.1. Obtencioé de lipid rafts de sinaptosomes de rata

Els sinaptosomes son estructures artificials que contenen les terminals sinaptiques
aillades. Els sinaptosomes contenen tots els components necessaris per a |'absorcio,
emmagatzemament i alliberament de neurotransmissors.

Es van obtenir sinaptosomes a partir de rates Sprague-Dawley de 6 setmanes seguint
el protocol anteriorment descrit (Gil et al., 2006). Es va homogeneitzar el cervell amb
40 volums (w/v) de tampd d’homogeneitzacié (Taula M9) amb I'ajuda d’un
homogeneitzador de tefld (Braun) (12 vegades amunt i avall a 900 rpm). A continuacid
es van realitzar dues centrifugacions seqiencials, la primera a 1.000 g 5 min a 42C
(descartar cél-lules no trencades i nuclis cel-lulars) i una altre a 12.000 g 20 min a 49C
per obtenir un pellet enriquit en sinaptosomes. Aquest pellet es va resuspendre en 10
ml de tampd sodi (Taula M9).

Per a la obtencio de lipid rafts de sinaptosoma de rata es va seguir el protocol descrit
anteriorment (Gil et al., 2005).

Els sinaptosomes obtinguts es van solubilitzar incubant-los amb 1% Tritd X-100 durant
30 min a 49C en rotacié. Immediatament després es va barrejar 1,5 ml de
sinaptosomes solubilitzats amb 1,5 ml de sacarosa 90% (w/v) en tampd sodi. Els 3 ml
es van dipositar al fons d’un tub de centrifuga Ultra Clear (Beckman) i es va afegir a
sobre un gradient de 6 ml de sacarosa al 35% (w/v) i 3 ml al 16% (w/v), tot preparat en
tampd sodi. Un cop els gradients formats es va centrifugar durant 16 hores a 100.000 g
a 42C amb desacceleracio lenta. Al finalitzar, es van recollir 10 fraccions d’1 ml, trobant
a les primeres fraccions els lipid rafts i a les ultimes la proteina soluble.

Tampo Composicio

Tampo d’homogeneitzacid | PBS complementat amb 0.32 M de sacarosa

Tampd sodi 140 mM NaCl; 5 mM KCl; 5 mM NaHCO3; 1 mM MgCly; 1.2
mM Na,HPO,4; 20 mM HEPES pH7.4; 10 mM glucosa

Taula M9: Composicid dels tampons per a I'obtencidé de sinaptosomes de rata
9.2. Extraccio de lipids de fraccions “raft” i “no raft”

Per la determinacié del contingut de sulfatid en fraccions de “lipid rafts” i “no rafts” es
va seguir el protocol establert per Bligh i Dyer (Bligh and Dyer, 1959). Es van extreure
els lipids afegint 4.8 ml de cloroform:metanol (1:2, vol:vol) sobre 1 ml de cada fraccio
en tubs de vidre. Un cop barrejats es van deixar a temperatura ambient durant 30 min,
es van afegir 2 ml de cloroform i d’aigua per separar en dues fases. Després d’agitar
novament, es van centrifugar els tubs 10 min a 2.000g i es va descartar la fase aquosa
(fase superior). Posteriorment, es torna a extreure els lipids (3.4 ml de la fraccié amb
metanol) afegint i barrejant amb metanol:aigua (1:1, vol:vol). Finalment, els lipids
obtinguts en 3 ml de la fracci6 amb metanol s’evaporen sota flux de nitrogen, es
resuspenen en 1 ml de 20 mM HEPES pH 7,5 amb 100 mM NaCl i després d’incubar 1
hora a temperatura ambient s’agiten en vortex (s'obté una solucidé terbola) i es
soniquen 30 sec per formar les vesicules (solucid clarificada).
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9.3. Lipid-protein overlay assay

Per a la determinacid de les interaccions lipid-proteina es van utilitzar membranes de
nitrocel-lulosa amb lipids incorporats comercials (PIP stripsT'VI i SphingostripsTM,
Echelon) i produides al laboratori. Per a I'obtencié d’aquestes ultimes, es van preparar
stocks de diverses dilucions de fosfatidilcolina i sulfatid en 1:1 cloroform:metanol. Es
va afegir 1 pl de cada dilucié sobre una membrana de nitrocel-lulosa Hybond-C Extra™
(Amersham Biosciences) per obtenir les quantitats de lipids desitjades i es va deixar
assecar durant 30 min a temperatura ambient.

En els dos casos es va seguir el mateix protocol per a la visualitzacié de les interaccions
GST-proteina amb els lipids (tot a temperatura ambient). Es va bloquejar la membrana
durant 1 hora en agitacié amb PBS complementat amb 1% de llet desnatada (solucio
de bloqueig) i posteriorment es va incubar 1 pg/ml de proteina dissolta en la mateixa
solucié durant 1 hora en agitacié. Després de 3 rentats de 10 min en agitacié amb PBS
complementat amb 0,1% (v/v) Tween-20 (Solucid de rentat), es van incubar les
membranes amb anticos anti-GST (Santa Cruz) diluit 1/2500 en solucié de bloqueig
durant 1 hora en rotacidé, seguit de 3 rentats de 10 min amb solucié de rentat.
Finalment es va incubar amb un anticos secundari contra conill (1/2000) diluit en
solucié de bloqueig i després de 3 rentats de 10 min amb solucié de rentat es va
detectar la interaccié lipid-proteina per quimioluminescéncia (ECL “casola”,
components a la taula M10) utilitzant pel-licules fotografiques (Medical X-Ray Film,
Agfa).

9.4. Assaig d’unio a liposomes

Es van preparar stocks en cloroform:metanol de fosfatidilcolina (PC, 2mg/ml),
fosfatidiletanolamina (PE, 2 mg/ml), colesterol (Cho, 2 mg/ml) i sulfatids derivats de
cervell bovi (Sulf, 1,25 mM). Es van preparar liposomes utilitzant les relacions
PC:PE:Cho (1:1:1) pels liposomes control i PC:PE:Cho:Sulf (1:1:1:4) pels liposomes amb
sulfatid. Es va evaporar el solvent dels lipids sota un raig de nitrogen i es van
resuspendre en tampd liposome binding assay buffer (LBAB, 20 mM Tris pH 6.8, 100
mM NaCl) a una concentracio final de 2,5 mg/ml. Es van incubar les preparacions 1
hora a 602C i es van sonicar 6 vegades 30x30 seg fins aconseguir una dissolucié lipidica
terbola.

Es van barrejar 50 pl del liposomes obtinguts (125 pg) amb 5 pg de la proteina
recombinant adient, es va incubar 20 min a temperatura ambient en rotaci6 a la noria i
es va centrifugar durant 20 min a 16.400 g a 4°C. Es van afegir 10 pl de tampd de
carrega concentrat (5x) sobre els sobrenedants i els pellets es van resuspendre en 60 pl
de LBAB amb tampd de carrega.

Finalment es va analitzar el sobrenedant (proteina no unida als liposomes) i el pellet
(liposomes amb proteina unida) mitjancant una electroforesi en gel d’acrilamida i
tinciéd amb blau de Coomassie.
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9.5. Quantificacio de sulfatid de diferents extractes cel-lulars

Els lipids dels diferents cultius van ser extrets a partir de dues plaques de 6 cm per
cultiu d’igual manera que a I'apartat 9.2. (Bligh and Dyer, 1959) amb variacions dels
volums.

Pas del protocol Extraccio raft/no raft | Extraccié extractes
cel-lulars

Cloroform:metanol (1:2, vol:vol) 1.6:3.2 ml 0.4:0.8 ml

Quantitat extracte 1 ml de cada fraccié 1 discde 6 cm

Cloroform:aigua (1:1, vol:vol) 1:1 ml 0.5:0.5 ml

Cloroform:aigua (1:1, vol:vol) rentat | 1:1 ml 0.5:0.5 ml

Fraccid organica aillada 3ml 0,6 ml

Les extraccions lipidiques de I'apartat 9.2 i 9.5 i la preparacié dels liposomes de
I’apartat 9.4 van ser realitzats pel Dr. Enrique Claro, del Departament de Bioquimica i
Biologia Molecular, Institut de Neurociéncies, UAB).

10. Tecniques per a I’estudi de proteines

Es van separar les proteines del llisats cel-lulars o preparacions proteiques mitjancant
una electroforesi desnaturalitzant en gel d’SDS-acrilamida, amb el kit Mini-Protean llI
de Bio Rad.

Les mostres es van diluir en tampd de carrega (Taula M10), es van escalfar durant 5
min a 1002C i es van carregar diferents quantitats de mostra (entre 5 i 35 ug) en gels
amb diferent percentatge d’acrilamida en funcid del pes molecular de les proteines a
observar. Es va aplicar un voltatge constant de 185V durant 55 min.

Un cop separades, les proteines es van transferir en membranes de nitrocel-lulosa
utilitzant el kit Mini Trans-Blot Electrophoresis Transfer Cell (Bio Rad), durant 100 min a
voltatge constant de 100 V.

Posteriorment les membranes van ser incubades amb tampd de bloqueig (Taula M10)
durant 1 hora en agitacio i incubades amb I'anticos primari adient (Annex 4) durant
tota la nit a 42C en rotacid. Després de 3 rentats de 5 min amb TBS-T, es va incubar la
membrana amb I'anticos secundari conjugat a la peroxidasa de rave adient en tampé
de bloqueig (dilucié 1/6000) durant 1 hora en agitacié seguit de 3 rentats de 10 min
amb TBS-T. Per a la deteccid es va utilitzar el reactiu luminol, donada la reaccié de
quimioluminescencia que ddna en preséncia de peroxids (components de la reaccio
d’ECL “casola” a la taula M10) i es va visualitzar sobre pel-licules fotografiques
(Medical X-Ray Film, Agfa).
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Reactiu/Tampé Composicio

Tampd de carrega Tris-HCI 25 mM pH 6,8; 2% p/v SDS; 10% glicerol, DTT 1 M,
0,002% p/v de blau de bromofenol

Tampd d’electroforesi 25 mM Tris; 192 mM Glicina; 20% SDS

Tampd de transferéencia | 25 mM Tris; 192 mM Glicina; 20% de Metanol

Tampd de rentat (TBS-T) | 20 mM Tris; 150 mM NacCl a pH 7,6; 0,2 % Tween-20

Tampd de bloqueig TBS-T + 5% de llet desnatada
Anticossos  secundaris | rabbit anti-sheep (# 31480), goat anti-mouse (# 31430) y
(Pierce) goat anti-rabbit (# 31460)

Reactiu de deteccid 1 200 mM Tris-HCI pH 8,5; 0,45 mM acid cumaric; 10 mM luminol.

Reactiu de deteccid 2 200 mM Tris-HCI pH 8,5; 0,02% peroxid d’hidrogen

Taula M10: Reactius utilitzats per a la deteccié de proteines
11. Tecniques per a la purificacié de proteines

Es van utilitzar técniques d’immunoprecipitacié (IP) i pull-down (PD) per aillar
proteines endogenes o sobreexpressades d’extractes cel-lulars i proteines
recombinants en assajos in vitro.

11.1. Immunoprecipitacio (IP)

Es va incubar 1 pug de I'anticos pertinent amb 10 pl de proteina G-sepharose (GE
Healthcare) en tampod de llisi (taula M2) durant 45 min a 42C en agitacio. Després de
dos rentats amb tampd de llisi, es va incubar la resina amb entre 100 pg i 1’5 mg de
I’extracte adient durant 90 min a 42C en rotacié. Posteriorment es van realitzar 2
rentats amb tampad de llisi complementat amb 500 mM de NaCl i un rentat amb tampd
quinasa (Taula M8). En el cas en qué la finalitat era observar interaccions entre
proteines, s’abaixava I'astringéncia dels rentats, utilitzant 150 mM de sal en comptes
de 500 mM. Les proteines immunoprecipitades eren eluides amb tampd de carrega
(taula) i bullides a 1002C durant 5 min, per posteriorment ser analitzades per western
blot.

11.2. Pull-down (PD)

L’assaig de pull-down es va utilitzar en els casos en que es disposava d’extractes amb
sobreexpressio de proteines fusionades a “tags” especifics. Es van incubar 5 ul de la
resina adequada pre-equilibrats amb tampd de llisi amb entre 100 i 500 ug d’extracte
proteic durant 1 hora a 42C en rotacié. Es va procedir als rentats, elucid i analisi de la
mostra purificada d’igual manera que per la IP.
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12. Assajos d’ubiquitinacio

Es van realitzar assajos per determinar la ubiquitinacié de proteines amb proteina
recombinant (in vitro) i en models cel-lulars (in vivo).

12.1. Ubiquitinacid in vitro

La reaccio d’ubiquitinacio a les cél-lules es pot mimetizar in vitro amb una proteina
substrat, les 3 lligases d’ubiquitina, mondmers d’ubiquitina i ATP-Mg**. Per fer-ho es
van obtenir els diferents reactius necessaris:

- E2 lligases UbcH5 i UbcH7: Es van obtenir els plasmidis pET15b-UbE2D2 i
pET23a-UbcH7 de la casa comercial Addgene, codificants per His-UbcH5b i His-
UbcH7 respectivament.

- Ubiquitina: A partir dels vectors d’expressio en eucariotes d’ubiquitina cedits
pel Dr. Bernat Crosas, del departament de Biologia Cel-lular de I'Institut de
Biologia Molecular de Barcelona-CSIC, es van subclonar en vectors d’expressio
bacteriana pETDuet-1. A més, es van crear les mutacions puntuals de les lisines
no ramificables en posicio 48 (K48R) i 63 (K63R), en el mateix vector.

- E3 lligasa Smurfl: Es va subclonar a partir dels vectors pCMV5b-Flag-Smurfl
WT i C699A obtinguts a Addgene, a vectors d’expressid bacteriana pGEX6P1,
per obtenir Smurfl unida a GST. Tot i aix0, finalment es va utilitzar Flag-Smurfl
obtinguda de la casa comercial Sigma.

- His-BRSK1: Es va obtenir a partir de cel-lules d’insecte Sf9, seguint el protocol
descrit a I'apartat 14.

- GST-Par6: Es va obtenir subclonant a partir del vector d’expressio eucariota
pCMV5b-Flag-Par6 obtingut a Addgene a vectors d’expressid bacteriana
PGEX6P1.

Per completar la reacci6 es va obtenir la E1 lligasa Ubel de la casa comercial Tebu-Bio.

En un volum final de 15 pl, es van afegir 3 ul de tampd d’ubiquitinacido 5 vegades
concentrat (25 mM Tris-HCl pH 7,6, 5 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM DTT i 2 mM
ATP), 100 ng de E1 (Tebu-Bio, Ref. UB101), 150 ng de His-UbcH5b recombinant, 500 ng
de Flag-Smurfl (Sigma, Ref. SRP0227), 2 ug de proteina substrat i 5 pg d’ubiquitina
recombinant. La reaccio es va dur a terme durant 1 hora a 302C i es va aturar afegint
500 ul de tampd TNTE (50 mM Tris-HCl; 0,1% Tritd X-100; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA).
Posteriorment es va immunoprecipitar la proteina substrat amb anticossos especifics
durant 1 hora a 42C. Després de 2 rentats amb tampd TNTE complementat amb 0,5 M
NaCl i 1 rentat amb TNTE, es va afegir tampd de carrega i es va analitzar el patrd
d’ubiquitinacié per electroforesi i western blot. En tots els experiments es realitzava un
control de reaccié sense un dels components.
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12.2. Ubiquitinacié in vivo

Per avaluar la ubiquitinacié de les BRSKs in vivo, es van transfectar 2 pug de HA-BRSK, 2
pg de His-Ubiquitina i, en els casos indicats, 2 pg de Flag-Smurfs, en cel-lules 293T
seguint els protocols estandard. 48 hores més tard les cel-lules es van llisar amb 1 ml
de tampd Ub1l complementat amb 10 mM NEM, es va sonicar el llisat i es va realitzar el
pull-down amb 10 ul de resina His-Select Nickel Agarose (Sigma). La proteina
precipitada va ser rentada 2 vegades amb tampo Ub1, 2 vegades amb tampd Ub2 i una
vegada amb tampo6 Ub3. Finalment la proteina es va eluir amb tampo de carrega diluit
en tampo Ub3, es va escalfar 5 min a 100 2C i es va analitzar per electroforesi i western
blot. La composicio del tampons es mostra en la taula 11.

Tampoé | Composicio

Ub1l 6M clorur de guanidini, 0.1M Na2HPO4/NaH2P04, 10 mM imidazol, pH 8

Ub2 25% tampo Ub1 + 75% tampd Ub3

Ub3 25 mM Tris-HCI, 20 mM imidazol, pH 6.8

Taula M11: Composicid dels tampons utilitzats per la determinacié de la ubiquitinacid
in vivo.

13. Obtencié del complex triméric LKB1-STRAD-MO025

La obtencié del complex triméric LKB1-STRAD-MO25 es va realitzar en col-laboracié
amb la Dra. Julia Lorenzo, del grup d’Enginyeria de Proteines i Enzimologia de la Unitat
de Proteomica de I'Institut de Biotecnologia i Biomedicina de la UAB.

Es van transfectar 500 ml de cel-lules 293T en suspensié amb 300 pg de GST-LKB1, 300
pg de Flag-STRAD i 300 pug de Myc-MO25. A les 48 hores es van llisar en 200 ml de
tampo de llisi (Taula M2) i es van transferir a un homogeneitzador Dounce (15 vegades
amunt i avall). Després d’una centrifugacio a 12.000 g durant 12 min, es van incubar els
sobrenedants amb 200 ul de resina glutatido sefarosa durant 90 min en rotacié. La
proteina precipitada es va rentar 4 vegades amb tampd de llisi complementat amb 150
mM NaCl, 4 vegades amb tampo de llisi i una vegada amb tampd d’elucié (taula M8).
La proteina es va eluir en 1 ml de tampo d’elucié complementat amb 40 mM glutatio i
es va concentrar amb centricons fins a 0,5 mg/ml (Millipore). La puresa del complex es
va analitzar amb gel desnaturalitzant d’acrilamida i tincié per Coomassie Blue.

14. Obtencié de BRSK1 pura de cél-lules d’insecte

Per obtenir BRSK1 pura de cel-lules d’insecte es van generar baculovirus amb el
sistema Bac-to-Bac (Invitrogen) a partir del vector pFastBAC codificant per His-BRSK1
(Donat pel Dr. Dario Alessi, MRC Protein Phosphorylation Unit, Dundee, UK).

La obtencid de particules viriques i infeccié de cél-lules d’insecte la va realitzar el Dr.
Ricardo Biondi (Research Group PhosphoSites, Johann Wolfgang Goethe University
Hospital, Frankfurt, Alemanya). Es van infectar 500 ml de cel-lules d’insecte Spodoptera
frugiperda (Sf9) a una densitat de 1.5x10° cél-lules/ml amb una MOI (multiplicity of
infection) de 5. Pasades 72 hores es va centrifugar el cultiu a 10 min a 4000 rpm. El
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pellet es va resuspendre en 50 ml de tampd de llisi (Taula M2) i es va congelar amb
nitrogen liquid.

La purificacié de BRSK1 va ser realitzada per la Dra. Arantza Rodriguez Asiain. Després
de disgregar el llisat amb un homogeneitzador de vidre (20 strokes), es va centrifugar
el llisat a 8000 rpm, 15 min a 42C. Al sobrenedant se li va afegir NaCl fins obtenir una
concentracio final de 0,5M i es va purificar His-BRSK1 amb 5 ml de resina Ni2+-agarosa
2 hores a 49C en agitacid. Finalment es va rentar durant 14 hores la columna amb Tris
50 mM pH 7.4 con 0.5 M NaCl y 10 mM imidazol i es va eluir la proteina amb 12 ml de
tampod Tris 50 mM pH 7.4 amb 0.27 M sacarosa i 200 mM imidazol. La puresa de la
mostra va ser comprovada per electroforesis i tincié de Coomassie.

15. Assajos d’activitat enzimatica

Per avaluar I'efecte del sulfatid en I'autofosforilacié de BRSK1 es va pre-incubar 2 ug de
BRSK1 pura d’insecte amb 9 pl de tampd LBAB, liposomes control o liposomes amb
sulfatid preparats pel liposome-binding assay (apartat 8.4) durant 10 min a 309°C.
Després de I'addicié de 10mM d’acetat magnésic i 0,2 mM [y->2P]-ATP (600 cpm/pmol)
durant 1 hora a 309C, la reaccio es va aturar afegint 8 ul de tampod de carrega i bullides
a 959C durant 5 min. Després de resoldre les proteines amb gels SDS-PAGE, es va
visualitzar I"autofosforilacio6 de BRSK1 per autordiografia. La proteina total va ser
visualitzada per tincié de Coomassie.

Les reaccions per a I’estudi de la fosforilacié in vitro de Taul per BRSK1 en preséencia de
liposomes es van dur a terme en un volum final de 40 pl. Es va preincubar 100 ng de
His-BRSK1 pura d’insecte i 100 ng de GST-HA-Tau amb 9 ul de tampd LBAB, liposomes
control o liposomes amb sulfatid durant 10 min a 302C. La reaccio es va iniciar afegint
10 mM d’acetat de magnesi i 100 uM d’ATP durant 1 hora a 302C. Per finalitzar es va
afegir 10 pl de tampo de carrega (taula M10) i es van bullir les mostres durant 5 min a
1009C. Les mostres es van resoldre en un gel de poliacrilamida, transferides a
membranes de nitrocel-lulosa i van ser detectades amb anticossos especifics per a les
proteines indicades en cada cas.

Per ultim, les reaccions de fosforilacié6 de BRSK1 de bacteri per LKB1 es van fer de
manera analoga als experiments d’autofosforilacido de la BRSK1 d’insecte. En aquest
cas, la reaccio conteina 1 pg de GST-BRSK1 purificada de bacteri i 1 pg del complex
LKB1-STRAD-MO25.

146



Material i Métodes

16. Cristal-litzacié del domini SCR2 de BRSK1
16.1. Clonatge del vector pET28b-SUMO-SCR2.

El domini SCR2 es va clonar per PCR amb els primers His-SUMO-SCR2 FW i pGEX6P1
RW (Annex 2) amb els enzims de restriccié BamHI i Xhol al vector pET28b-SUMO.

16.2. Induccio de I’expressié de His-SUMO-SCR2 i llisi bacteriana

El vector pET28b-SUMO-SCR2 es va transformar en bacteris E. coli BL21 RP Human. Es
va picar una colonia i es van creixer 6 litres de cultiu fins que la OD va arribar a 0,7, que
es va induir amb 200 uM IPTG durant 3 hores a 372C. Posteriorment els bacteris es
van centrifugar 1.000 g durant 30 min a 42C. El pellet resultant es va resuspendre en
50 ml de Tris-HCI 50 mM + 20% sacrosa i després de congelar i descongelar se li afegeix
0,5 M NaCl, 1 mM B-mercaptoetanol, 10 mM Imidazol i 0,1% NP-40, es sonica 6 cops
(30 sec x 30 sec) i es centrifuga 15 min a 15.000 g.

16.3. Purificacio del fragment His-SUMO-SCR2

El sobrenedant del pas anterior s’afegeix a una columna amb 5 ml de resina His-Nickel
agarosa previament pre-equilibrada amb tampd SCR2 (Tris-HCI 20 mM pH 8, 1 mM B-
mercaptoetanol, 10 mM Imidazol i 350 mM NaCl). Immediatament després es renta la
columna amb 50 ml de tampd SCR2, abans d’eluir la proteina amb 10 ml de tampd
SCR2 + 250 mM imidazol.

16.4. Tall amb la proteasa de SUMO SENP2 i dialitzaci6 de les mostres.

En els casos en que es va tallar amb la proteasa de SUMO SENP2, préviament al tall es
va transformar el vector pET28b-SENP2 (codificant per His-SENP2) en bacteris E.coli
BL21, es van induir durant 3 hores a 372C i es va purificar la proteasa amb una resina
de Ni2+-agarosa. Per realitzar els talls del fragment His-SUMO-SCR2, es van incubar 25
pg de SENP2 i es va afegir la mostra en sacs de dialisis (Sigma, ref. D9777) amb el
tampd SCR2 amb diferents concentracions de sal (indicat en cada cas). El tampo es va
canviar entre 2 i 3 vegades abans de deixar-lo durant tota la nit.

16.5. Proves d’obtencié del domini SCR2 pur

Per assajar la diferent solubilitat del fragment SCR2 es van dialitzar 3 pg de la barreja
de His-SUMO amb SCR2 amb el tampd SCR2 amb 100 mM de NaCl o sense NaCl com
esta descrit en I'apartat anterior. Al finalitzar la dialitzacid, es va extreure la mostra del
sac de dialisi i es va centrifugar a 10.000 g durant 5 min a 49C. El pellet es va
resuspendre en tampo de carrega diluit i es va analitzar la proteina precipitada (pellet)
i soluble (SN).

Per la purificacié del fragment SCR2 per columnes de Ni**-agarosa (amb 1 ml de resina)
es va utilitzar 3 pg de la barreja de His-SUMO amb SCR2 dissolta en el tampd SCR2. Es
va passar la mostra dues vegades per la resina i es va recuperar I'eluit. Posteriorment

147



Material i Métodes

es va rentar amb 10 ml de tampd SCR2 i per analitzar el material adherit a la resina, es
va eluir amb tampd SCR2 + 250 mM imidazol.

16.6. Dicroisme circular del fragment SCR2

Per a I'analisis del fragment SCR2 per dicroisme circular es va utilitzar 100 pl del
fragment pur a 0,1 mg/ml en tampé Tris-HCI 20 mM 250 mM NaCl + 1 mM BME. Es va
utilitzar I'aparell J-715, JASCO .

16.7. Gel filtracié del fragment His-SUMO-SCR2

Per obtenir el fragment His-SUMO-SCR2 sense fragments de degradacid es va realitzar
una gel filtracié Sephadex 200. Es va rentar la columna amb 20 ml de tampd SCR2 (amb
250 mM NaCl) i es va aplicar 12 ml del fragment His-SUMO-SCR2 a 1 mg/ml. Es van
recollir les fraccions 37 a 47 (5 ml per fraccid) i es van analitzar 40 ul per gel
d’acrilamida desnaturalitzant i tinci6 de Coomassie. Les fraccions 37 a 41 es van
ajuntar i concentrar utilitzant centricons de 10.000 MW, centrifugant a 5.000 g a 42C
fins a obtenir 150 pul de mostra a aproximadament 10 mg/ml.

16.8. Proves de cristal-litzacié del fragment His-SUMO-SCR2

Es va afegir la mostra obtinguda en I'apartat 16.7 a diferents plaques comercials de la
marca Molecular Dimensions (Taula M12).

MDL-JCSG-Plus Diferents PEG i sals Entre 4i 10 60-70 MD1-40
MDL-PACT Diferents PEG, Entre4i9 100 MD1-36
anions i cations
MDL-Morpheus Diferent alcohols 100 MD2-100-73

Taula M12: Caracteristiques de les plaques utilitzades per a les proves de
cristal-litzacid del fragment His-SUMO-SCR2.

17. Eines bioinformatiques

Per a la determinacié dels possibles llocs de palmitoilacié de BRSK1 es va utilitzar el
software CSS-Palm 3.0. (http://csspalm.biocuckoo.org/)(Ren et al., 2008), mentre que
per altres modificacions post-traduccionals (PTM) es van utilitzar les eines del web
Expasy (http://web.expasy.org) de prediccié de PTM.

Les prediccions de I'estructura 3-D de BRSK1 es van realitzar amb el programa I-
TASSER, desenvolupat pel laboratori del Dr. Zhang
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) i la posicid i orientacié dels residus
aminoacidics es va analitzar amb el programa Pymol (http://www.pymol.org/).
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Per a I'analisi de I'estructura secundaria del fragment SCR2 de BRSK1 a partir de les
dades obtingudes per dicroisme circular es va utilitzar el programa K2D2
(http://www.ogic.ca/projects/k2d2/)

Per realitzar els experiments de biologia molecular i purificacions de proteines es van
utilitzar diferents softwares:

- Disseny de primers i comprovacid de seqiiéncies: Web Expasy (Translate tool;
http://web.expasy.org/translate/) i Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)

- Alineaments de seqliencies: ClustalW  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/clustalo/).

- Analisis de restriccio: Saccharomyces Genome Database
(http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/PATMATCH/RestrictionMapper).

- Calculs del pes molecular i punt isoeléctric de proteines: Web Expasy
(Compute pl/Mw Tool: http://web.expasy.org/compute_pi/)

18. Analisi de dades
L’analisi estadistic aixi com les grafiques es va realitzar amb el programa GraphPad
Prism 5.0. Per avaluar la significanca estadistica es va realitza un test ANOVA d’una via

amb un test de correccié Tukey de comparacié multiple. La significanca es va
determinar quan P<0.05 (*P<0.05, **P<0.01 i ***P<0.001).
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Annex 1: Llistat de plasmidis utilitzats.

Plasmidi Tag Proteina Expressio | Procedencia
pCMVHA | HA BRSK1 WT Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMVHA | HA BRSK1 T/A Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMVHA | HA BRSKI1 T/E Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMVHA | HA BRSKI1 K.D. aa 1-295 Eucariota | In house
pCMVTag4 | Flag BRSK1 C-terminal aa 296-778 | Eucariota | In house
pCMVHA | HA BRSKI1 K.D. C54S Eucariota | In house
pCMVHA | HA BRSK1 K.D. C217S Eucariota | In house
pCMVHA | HA BRSKI1 K.D. C54S-C217S Eucariota | In house
pCMVHA | HA BRSK1 K.D. C153S Eucariota | In house
pCMVHA | HA BRSK1 K.D. C198S Eucariota | In house
pCMVHA | HA BRSK1 K.D. AC295 Eucariota | In house
pCMVHA | HA BRSK1 K.D. C54S-AC295 Eucariota | In house
pCMVHA | HA BRSK1 K.D. (C54S-C153S- | Eucariota | In house
C198S-C217S
pCMVHA | HA BRSK1 K.D. C147S-C191S- | Eucariota | In house
(C258S-C295S
pCMVHA | HA BRSK1 K.D. (C54S-C147S- | Eucariota | In house
C153S-C191S-C198S-C217S-
C258S-C295S (8C>Y)
pCMVHA | HA BRSK1 WT (C54S-C147S- | Eucariota | In house
C153S-C191S-C198S-C258S-
C217S-C295S-C328S-C364S
(10C->S)
pGEX6P1 | GST-HA | BRSK1 WT Bacteri Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX6P1 | GST-HA | BRSK2 WT Bacteri Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX6P1 | GST-HA | MARK4 WT Bacteri Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX6P1 | GST-HA | PKBa Bacteri Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX6P1 | GST-HA | ERKS Bacteri Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX GST Sintaxina 1A Bacteri Dr. Joan Blasi
Universitat de Barcelona
pGEX GST Sinaptobrevina2 Bacteri Dr. Joan Blasi
Universitat de Barcelona
pGEX GST Muncl8 Bacteri Dr. Joan Blasi
Universitat de Barcelona
pGEX6P1 | GST-HA | BRSKI1 K.D. 1-295 Bacteri Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX6P1 | GST-HA | BRSK1 K.D. 1-400 Bacteri In house
pGEX6P1 | GST-HA | BRSKI1 UBA 304-366 Bacteri Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
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Phosphorylation Unit (Dundee, UK)

pGEX6P1 | GST-HA | BRSKI1 SCR1 295-400 Bacteri In house
pGEX6P1 | GST-HA | BRSK1 SCR2 548-728 Bacteri In house
pGEX GST Tau-1 Bacteri Dr. Joan Blasi
Universitat de Barcelona
pEBG2T GST LKB1 WT Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMV Flag Strada Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMV Myc Mo25a Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMV HA Ubiquitin WT Eucariota | Dr. Bernat Crosas Institut de Biologia
Molecular Barcelona-CSIC
pCMV His Ubiquitin WT Eucariota | In house
pCMV HA BRSK2 Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMV5b Flag Smurfl WT Eucariota | Addgene (Dr. Jeff Wrana)
pCMV5b Flag Smurf2 WT Eucariota | Addgene (Dr. Jeff Wrana)
pCS2 Myc mTrim2 Eucariota | Dr. Martin Balastik Beth Israel Deaconess
Medical Center Boston
pCMV5b Flag Smurfl C699A Eucariota | Addgene (Dr. Jeff Wrana)
pCMVHA | HA UbE2D1 (UbcHS5) Eucariota | In house
pCMVHA | HA UbE2L3 (UbcH7) Eucariota | In house
pCMVTag4 | Flag BRSK1 WT Eucariota | In house
pCMVHA | HA Smurfl WT Eucariota | In house
pETI15 His UbE2D1 (UbcHS5) Procariota | Addgene (Dr. Wade Harper)
pET23a His UbE2L3 (UbcH7) Procariota | Addgene (Dr. Peter Howley)
pETDuetl | His Ubiquitina WT Procariota | In house
pETDuetl | His Ubiquitina K48R Procariota | In house
pETDuetl | His Ubiquitina K63R Procariota | In house
pGEX6P1 | GST Smurfl WT Procariota | In house
pGEX6P1 | GST Smurfl C699A Procariota | In house
pCMV5b Flag Par6 Eucariota | Addgene (Dr. Jeff Wrana)
pGEX6P1 | GST Par6 Procariota | In house
pCMVHA | HA Smurfl T306D Eucariota | In house
pCMVHA | HA Smurfl T306A Eucariota | In house
pCMVHA | HA Smurfl K28/85A Eucariota | In house
pGEX2T GST RhoA Procariota | Addgene (Dr. R. Cerione)
pGEX6P1 GST SCR1 R330Q/R332Q/R334Q Procariota | In house
pGEX6P1 | GST SCR1 R357Q/K358Q/R360Q Procariota | In house
pGEX6P1 GST SCR1 R330Q/R332Q/R334Q Procariota | In house
R357Q/K358Q/R360Q
pGEX6P1 | GST SCR2 R565Q R568Q R569Q | Procariota | In house
K570 Q R700Q R701Q K703Q
R704Q
pGEX6P1 | GST B1 SCR2 Sonda 1 Procariota | In house
pGEX6P1 | GST B1 SCR2 Sonda 2 Procariota | In house
pET28b His SUMO-SCR2 Procariota | In house
pET28b His SENP2 Procariota | Dr. David Reverter Institut de
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Biotecnologia i Biomedicina (IBB-UAB)

pEGFP-C1 | GFP BRSK1 WT Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)

pEGFP-C1 | GFP BRSK2 WT Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)

pEGFP-C1 | GFP BRSKI1 T/A Eucariota | Dr. Dario R. Alessi MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK)

pEGFP-C1 | GFP Buit Eucariota

pCMVHA | HA Buit Eucariota

pCMVTag4 | Flag Buit Eucariota

pGEX6P1 | GST-HA | Buit Bacteri
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Annex 2: Llistat de primers utilitzats.

Proteina Primer (5'23’) Enzim Tm
restriccid
HA-BRSK1 Kin Dom FW ccggaattcggTCGTCCGGGGCCAAGGAG EcoRl 579C
RW ccgctcgagtcaAGGGGCTGGCTCCAGGCAC Xhol 612C
Flag-BRSK1 C-term FW cgcggatccgecaccatgGGCCGCCGGGTAGCCATG BamHI 59¢C
RW cccaagcttGGGCAGAGGGGTCCCGTTG Hindlll 61eC
HA-BRSK1 C54S FW CGGGGTCCACAGCATCACGGG 652C
RW CCCGTGATGCTGTGGACCCCG 652C
HA-BRSK1 C147S FW CTGCGCTGGACTTCAGCCACAGCTACTCC 652C
RW GGAGTAGCTGTGGCTGAAGTCCAGCGCAG 652C
HA-BRSK1 C153S FW ACAGCTACTCCATCAGCCACAGAGACCTA 652C
RW TAGGTCTCTGTGGCTGATGGAGTAGCTGT 652C
HA-BRSK1 C191S FW TCCTGGAGACCAGCAGCGGGTCCCCCCAT 652C
RW ATGGGGGGACCCGCTGCTGGTCTCCAGGA 652C
HA-BRSK1 C198S FW CCCCCCATTATGCGAGTCCAGAGGTGATT 652C
RW AATCACCTCTGGACTCGCATAATGGGGGG 652C
HA-BRSK1 C217S FW CAGACATGTGGAGCAGTGGAGTCATCCTC 652C
RW GAGGATGACTCCACTGCTCCACATGTCAG 652C
HA-BRSK1 C258S FW TCATTCCTCCAGATAGCCAGAGCCTCCTG 652C
RW TCATTCCTCCAGATAGCCAGAGCCTCCTG 652C
HA-BRSK1 C295S FW ACGAGCCAGACCCGAGCCTGGAGCCAGCC 652C
RW ACGAGCCAGACCCGAGCCTGGAGCCAGCC 652C
HA-BRSK1 AC295 RW ccgctcgagtcaAGGGGCTGGCTCCAGGCTCGGGT Xhol 752C
HA-BRSK1 C328S FW TGGCATCACTGGGCAGCTTCAGGGACCGC 652C
RW GCGGTCCCTGAAGCTGCCCAGTGATGCCA 652C
HA-BRSK1 C364S FW AGCGGTATCCCAGCAGTGAGGACCAGGAC 652C
RW GTCCTGGTCCTCACTGCTGGGATACCGCT 652C
GST-B1 1-295 FW CAGACCCGTGCCTGTAGCCAGCCCCTGGC 652C
(Stop codon) RW GCCAGGGGCTGGCTACAGGCACGGGTCTG 652C
GST-B1 1-400 FW cccaagctTCGTCCGGGGCCAAGGAG Hindlll 579C
RW cgcggatccTCATTCCATGGACTTCCGCTC BamHI 59¢C
GST-B1 SCR1 FW cgcggatccgccaccatgGGCCGCCGGGTAGCCATG BamHI 59¢C
295-400 RW ccggaattcTCATTCCATGGACTTCCGCTC EcoRlI 59eC
GST-B1 SCR2 FW cgcggatccTGGAGGAGTCGTCTCAAC BamHI 512C
548-728 RW ccggaattcCTACTCGTCTGCCAGGGCC EcoRI 59eC
His-Ub WT FW CCGGAATTCGTGGCGGCCGCCACCATG EcoRl 59eC
(eucariota) RW CCCAAGCTTTCACCCACCTCTGAGACGGAG Hindlll 632C
HA-UbcH5 FW ccggaattcggATGGCTAGCATGACTGGT EcoRI 492C
RW cggggtaccTTACATCGCATACTTCTG Kpnl 452C
HA-UbcH7 FW ccggaattcggATGGCGGCCAGCAGGAGG EcoRl 57°C
RW cggggtaccTTAGTCCACAGGTCGCTT Kpnl 49°C
His-Ub WT FW ggaattccATGCAGATCTTCGTGAAG EcoRlI 512eC
(procariota) RW ccgctcgagTCACCCACCTCTGAGACG Xhol 579C
His-Ub K48R FW GATCTTTGCTGGGAGACAGCTGGAAGATG 652C
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(procariota)

RW CATCTTCCAGCTGTCTCCCAGCAAAGATC

His-Ub K63R FW CTACAACATCCAGAGAGAGTCGACCCTGC 652C
(procariota) RW GCAGGGTCGACTCTCTCTGGATGTTGTAG 652C
GST-Smurfl FW CcgctcgagggAGCAACGTGGTGACACGG Xhol 532C
RW ccgctcgagAGCAACGTGGTGACACGG Xhol 532C
GST-Par6 FW cgggatccCGACAAGCCCGGCGGCAG BamHI
RW cggaattcTCAGAGGCTGAAGCCGCTAAC EcoRlI
Smurfl T306D FW taataaccgaacagaccagtttacagac 652C
RW gtctgtaaactggtctgticggttatta 652C
Smurfl T306A FW Taataaccgaacagcccagtttacagac 652C
RW gtctgtaaactgggctgttcggttatta 652C
Smurfl K28A FW gaaccttgcaaaggcagacttcttcagg 652C
RW cctgaagaagtctgcectttgcaaggttc 652C
Smurfl K85A FW gtggaaccataaggcaattcacaagaaa 652C
RW Tttcttgtgaattgccttatggttccac 652C
His-SUMO-SCR2 FW cgcggatccTGGAGGAGTCGTCTCAA BamHI 47°C
SCR1 FW tcactgggctgcttccaggaccaggagcagetgecatcgegagcet 652C
R330Q/R332Q/R334Q RW agctcgecgatgcagctgctectggtectggaagcageccagtga 652C
SCR1 FW atctgcttttggatcagcaggagcagtatcccagcetgtg 652C
R357Q/K358Q/R360Q RW cacagctgggatactgctcctgctgatccaaaagcagat 652C
SCR2 R565Q R568Q FW cctgggctcccctcaatttcaccagcaacagatgcaggtecct 652C
R569Q K570 Q RW agggacctgcatctgttgctggtgaaattgaggggageccagg 652C
SCR2 R700Q R701Q | FW ctcgggtcccagecaacagttccagcaagtggtggagacca 652C
K703Q R704Q RW tggtctccaccacttgetggaactgttggetgggacccgag 652C
GST-B1 SCR2 Sonda 1 FW cgcggatccTTCCTGGGCTCCCCTCGC BamHI 57eC
RW ccggaattctcaGGACTCTGGCGTCAAGCT EcoRlI 53¢eC
GST-B1 SCR2 Sonda 2 FW cgcggatccATCTCGGGTCCCAGCCGT BamHI 55eC
RW ccggaattctcaGTCATGAGTGCTCAGGAG EcoRl 51°C
His-SUMO-SCR2 FW cgcggatccTGGAGGAGTCGTCTCAA BamHI 47°C

Primers utilitzats per sequienciacié (5’ 3’)

pCMVHA FW ACGCAAATGGGCGGTAGGCG

pEBG2T RW TGGGGACCCTCACTCTAGAG
hGH_PA-terminator CTTAATTTTATTAGGACAAGGCTGGTGG
SV40pA-R GAAATTTGTGATGCTATTGC

pGEX6P1 FW GGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
pGEX6P1 RW CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG

M13 FW GTAAAACGACGGCCAGT

M13 RW CAGGAAACAGCTATGAC

T7 FW TAATACGACTCACTATAGGG

T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG
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Annex 3: Tampons utilitzats pels talls amb enzims de restriccié.
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Annex 4: Anticossos utilitzats durant aquest treball.

Anticos Obtingut en: | Obtingut de: Referéncia Cedit per: MW (KDa)
BRSK1 Sheep MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) Dr. Dario R. Alessi 85
BRSK2 Sheep MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) Dr. Dario R. Alessi 75
BRSK1 Rabbit Sigma SAB4200393 85
BRSK2 Rabbit Sigma SAB4200431 75
MAP2 Rabbit Santa Cruz sc-20172 IC
LKB1 Sheep MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) Dr. Dario R. Alessi 55
GAPDH Mouse Ambion 4300 37
TfR Mouse Zymed Laboratories 136800 90
Thy1l Mouse Cancer Research Institute (London, UK) Dr. Giampietro Schiavo | 27
Synaptofisina Mouse Sigma S-5768 IC

HA Mouse Sigma H-3663 1
FLAG Mouse Sigma F-3165 1
Flotillina-1 Mouse BD-Transduction laboratories 610820 a7
GST Rabbit Santa Cruz sc-459 27
pTauS262 Rabbit AbCam ab4856 62
pTloop BRSK Sheep MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) Dr. Dario R. Alessi 85-75
Myc Mouse Sigma M-4439 1
GFAP Rabbit Abcam ab7260 IC
GalC Rabbit Millipore ab7260 Dr. Alex Gella IC
Sulphl Mouse Sahlgren's University Hospital, Suécia Dr. Jan-Eric Mansson IC
ERK1/2 Rabbit Cell Signaling 4695 42-44
Smurfl Mouse Sigma WH0057154M1 86
Par6a Rabbit Sigma A2484 38
Par6a Goat Santa Cruz sc-14405 IC

His Mouse Santa Cruz sc-8036 1
Tau-1 Mouse Millipore MAB3420 IC

**]C: Anticos utilitzat per immunocitoquimica.
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Annex 5:

Brain Specific Kinase-1 BRSK1/SAD-B associates with lipid raft:
modulation of kinase activity by lipid environment.
Biochim Biophys Acta. 2011 Dec; 1811(12):1124-35.

Rodriguez-Asiain A, Ruiz-Babot G, Romero W, Cubi R, Erazo T, Biondi RM,
Bayascas JR, Aguilera J, Gémez N, Gil C, Claro E, Lizcano JM.
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Brain specific kinases 1 and 2 (BRSK1/2, also named SAD kinases) are serine-threonine kinases specifically
expressed in the brain, and activated by LKB1-mediated phosphorylation of a threonine residue at their T-
loop (Thr189/174 in human BRSK1/2). BRSKs are crucial for establishing neuronal polarity, and BRSK1 has
also been shown to regulate neurotransmitter release presynaptically. How BRSK1 exerts this latter function
is unknown, since its substrates at the synaptic terminal and the mechanisms modulating its activity remain
to be described. Key regulators of neurotransmitter release, such as SNARE complex proteins, are located at

Keywords:
BRJgKl membrane rafts. Therefore we initially undertook this work to check whether BRSK1 also locates at these
SAD kinase membrane microdomains. Here we show that brain BRSK1, but not BRSK2, is palmitoylated, and provide bio-

LKB1 chemical and pharmacological evidences demonstrating that a pool of BRSK1, but not BRSK2 or LKB1, local-
Lipid raft izes at membrane lipid rafts. We also show that raft-associated BRSK1 has higher activity than BRSK1 from
Palmitoylation non-raft environment, based on a higher T-loop phosphorylation at Thr-189. Further, recombinant BRSK1 ac-
Small multilamellar vesicle tivity increased 3-fold when assayed with small multilamellar vesicles (SMV) generated with lipids extracted
from synaptosomal raft fractions. A similar BRSK1-activating effect was obtained with synthetic SMV made
with phosphatidylcholine, cholesterol and sphingomyelin, mixed in the same molar ratio at which these
three major lipids are present in rafts. Importantly, SMV also enhanced the activity of a constitutively active
BRSK1 (T189E), underpinning that interaction with lipid rafts represents a new mechanism of BRSK1 activity

modulation, additional to T-loop phosphorylation.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction conserved threonine residue in the T-loop of the kinase domain,

Thr189 and Thr174 in human BRSK1 and BRSK2, respectively

Brain specific kinases 1 and 2 (BRSK1 and BRSK2, also referred as
SAD-B and SAD-A, respectively) are mammalian serine/threonine ki-
nases that belong to the AMPK-related subfamily of protein kinases,
which are specifically expressed in the brain. The tumor suppressor
protein kinase LKB1 activates BRSK1/2 by phosphorylating a

Abbreviations: ABE, acyl-biotinyl exchange; Biotin-BMCC, 1-biotinamido-4-(4’-
[maleimidoethyl-cyclohexane]-carboxamido)butane; BRSK, brain specific kinase;
DRM, detergent-resistant membranes; MARK, microtubule-associated protein kinase;
mpCD, methyl-B-cyclodextrin; NEM, N-ethylmaleimide; SAD, synapses of amphids de-
fective; SMV, small multilamellar vesicles; SNARE, soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptor
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Biologia Molecular, Facultat de Medicina, Universitat Autonoma de Barcelona, 08193
Cerdanyola del Vallés, Barcelona, Spain. Tel.: 4+ 34 935 813 076; fax: +34 935 811 573.

E-mail addresses: enrique.claro@uab.es (E. Claro), josemiguel.lizcano@uab.es
(J.M. Lizcano).

1 These authors contributed equally to this work.

1388-1981/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbalip.2011.10.004

[3,7,25,37]. Fujimoto et al. also described that CAMKK also could act
as a BRSK T-loop kinase in both, cell-free system and COS-7 cells
over-expressing CAMKK and BRSKs [13]. However, other authors pro-
vided evidences that CAMKK is not an upstream kinase for the BRSKs
when they over-expressed those proteins in HeLa cells [7]. Neverthe-
less, Barnes et al. showed the absence of p-Thr of BRSKs in cultures of
cortical neurons lacking LKB1 (from cortical neuron conditional LKB1
KO mice) [3]. This work, thus, unequivocally demonstrates that LKB1
is the only BRSK upstream kinase in cortical neurons.

BRSK1~/~ BRSK2~/~ double knockout mice died within two
hours of birth, showing a smaller forebrain and abnormal thin cortex
compared to control mice [22]. Because hippocampal and cortical
neurons from double knockout mice lack axons and dendritic pro-
cesses, it was concluded that BRSKs are required for neuronal
axon/dendrite specification in vivo [22]. The mechanisms by which
BRSKs regulate such process include: a) phosphorylation of
microtubule-associated protein Tau at Ser262 [22] that, in turn, al-
lows the re-organization of microtubules required for axon growth;
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and b) phosphorylation of cell-cycle checkpoint kinase Weel at
Ser642 [26], promoting Weel down-regulation that is essential for
neuronal polarity [29]. Interestingly, two independent laboratories
have shown that LKB1, the BRSK1/2-activating kinase, is also re-
quired for axon initiation during cortical and hippocampal neuronal
polarization [3,37]. Thus, the LKB1-BRSK1/2 is the first signaling
pathway that has been proposed to specify neuronal polarity in
vivo (reviewed in Ref. [4]).

BRSK1/2 proteins are evolutionarily conserved and single ortho-
logs have been described in Drosophila (CG6114) and Caenorhabditis
elegans (SAD-1, Synapses of Amphids Defective 1). First studies
using a genetic screening for synapse-formation deficient mutants
in C. elegans identified SAD-1 as a protein kinase that regulates cor-
rect synapse development and presynaptic vesicle clustering in
both, sensorial and motor neurons [11]. Mammalian BRSK1 was
later characterized as a presynaptic kinase that associates with syn-
aptic vesicles at the active zone cytomatrix of presynaptic terminals
[18]. Over-expression of active BRSK1, but not inactive BRSK1, in
cultured hippocampal neurons results in an increase in the frequen-
cy of miniature excitatory postsynaptic current (mEPSC), indicating
that BRSK1 presynaptically regulates neurotransmitter release [18].

Lipid rafts, also called detergent-resistant membranes (DRM), are
cholesterol- and sphingolipid-rich dynamic membrane microdomains
that incorporate specific proteins. Lipid rafts have a major impact on
the physiology of the neuron. Among others, lipid rafts regulate neu-
rotransmitter signaling by allowing the clustering of neurotransmit-
ter receptors and, therefore, promoting close proximity or
segregation of signaling molecules [2]. Synaptic proteins such as
synaptotagmin and the soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fac-
tor) attachment protein receptor (SNARE) proteins that are essential
for exocytosis of synaptic vesicles also localize in lipid rafts [15,23]. In
the present study, we describe a pool of BRSK1 that tightly associates
to membranes of cultured neuronal cells and rat brain synaptosomes,
which is resistant to solubilization by nonionic detergents such as Tri-
ton X-100. We also provide biochemical evidences that show for the
first time the association of BRSK1 with lipid rafts isolated from rat
brain synaptosomes. We also show that raft-associated BRSK1 has
higher kinase activity than BRSK1 from non-raft environment. More-
over, vesicles containing lipids extracted from raft fractions specifical-
ly activated BRSK1 kinase activity in vitro.

2. Materials and methods
2.1. Materials

2.1.1. Antibodies

Affinity-purified polyclonal antibodies anti-BRSK1 or anti-BRSK2
were raised in sheep against the peptide SPRRGPPKDKKLLATNGTPLP
(corresponding to the C-terminal residues 774-794 of human
BRSK1) or the peptide LSWGAGLKGQKVATSYESSL (residues
655-674 of human BRSK2), as previously described [25]. These anti-
bodies discriminate between BRSK1 and BRSK2, and can be used for
immunoblot, immunoprecipitation or immunocytochemical analy-
sis. The phosphospecific antibody recognizing the phosphorylated
form of the T-loop (Thr189) was raised in sheep against the peptide
VGDSLLE(p)TSCGSPHY (residues 182-196 of human BRSK1) and
affinity-purified. Both anti-BRSK1 antibodies were a gift of D.R.
Alessi (MRC Protein phosphorylation Unit, Dundee, UK). Antibody
from clone OX-7 recognizing Thy1 protein was a gift of G. Schiavo
(Cancer Research UK, London). Other antibodies were purchased
from the suppliers as follows: anti-Transferrin Receptor (TfR)
monoclonal antibody (Zymed Laboratories Inc.), anti-Flotillin-1
(BD-Transduction Laboratories), anti-GAPDH monoclonal antibody
(Cell Signaling Technology, USA), anti-Synaptophysin and anti-Src
monoclonal antibodies (Sigma, Spain), anti phospho-5262Tau

(Biosource, UK), anti-LKB1 (Upstate, UK), anti-GST (Sigma, Spain),
anti-GFAP (Abcam, Spain).

2.2. Methods

2.2.1. Cell culture

Human embryonic kidney HEK293 cells were cultured in 10-cm
diameter dishes at 37 °C in Dulbecco's modified Eagle's (DMEM) me-
dium (Sigma, Spain), containing 10% fetal bovine serum (FBS).
Human neuroblastoma SH-SY5Y cells were cultured in 10-cm diame-
ter dishes at 37 °C under humidified air (5% CO,) in DMEM F-12 HAM
medium (Sigma, Spain), containing 15% fetal bovine serum (FBS). Pri-
mary cultures of rat and mouse cortical neurons were prepared from
fetal Sprague-Dawley rats (17 days of gestation) or from fetal mice
(15 days of gestation). Briefly, brain cortices were dissected, enzy-
matically dissociated and diluted in DMEM supplemented with 10%
FBS and penicillin/streptomycin. Cells were plated in poly-p-lysine
coated 24-well plate, at a density of 30,000 cells/cm?, and cultured
in a humidified atmosphere of 5% CO, at 37 °C. Two hours after plat-
ing, the medium was replaced by serum-free Neurobasal medium
(Invitrogen) supplemented with 2% B27 (Gibco, USA), 2 mM L-gluta-
mine (Invitrogen, UK), penicillin/streptomycin and 0.6% (w/v) glu-
cose. Every 3days, half of the medium was replaced with fresh
medium. The procedures followed were in line with the guidelines
of the Animal Care and Use Committee of the Universitat Autbnoma
de Barcelona.

2.2.2. Preparation of purified rat brain synaptosomes

Purified rat brain synaptosomes were isolated from 4 to 6 weeks
old Sprague-Dawley rats as previously described with minor modifi-
cations [12,14]. The whole brain was homogenized in 50 ml of 50 mM
phosphate buffer containing 150 mM NaCl and 0.32 M sucrose using a
Teflon glass homogenizer (12 strokes at 900 rpm). After centrifuga-
tion at 1000 g for 5 min at 4 °C, the resulting supernatant was over-
laid on half volume of sodium buffer (140 mM NaCl, 5 mM KCl,
5mM NaHCO;, 1mM MgCl,, 1.2 mM Na,HPO,, 20 mM HEPES,
10 mM glucose, pH 7.4) containing 1.2 M sucrose in Beckman SW41
ultracentrifuge tubes. After centrifugation at 180,000 g for 15 min,
synaptosomes that fractionate at the interface were collected, mixed
with an equal volume of sodium buffer containing 0.32 M sucrose
and layered on one volume of sodium buffer containing 0.8 M sucrose
in Beckman SW41 ultracentrifuge tubes. After centrifugation at
180,000 g for 15 min, pure synaptosomes precipitated at the bottom
of the tube were resuspended in sodium buffer.

2.2.3. Subcellular fractionation

Three 10-cm dishes of either SH-SY5Y cells, mouse or rat cortical
neurons were homogenized in 3 ml of buffer A (10 mM HEPES,
10mM KdCl, 1.5mM MgCl,, complete protease inhibitor cocktail
(Sigma, Spain)) using a Dounce homogenizer (50 strokes). The homog-
enates were centrifuged twice at 3000 g for 10 min at 4 °C to remove
unbroken cells and nucleus. The resulting supernatant was centrifuged
at 200,000 g for 460 min at 4 °C to obtain the cytosolic fraction (super-
natant) and the membrane fraction (pellet). After washing the mem-
branes by resuspending them in buffer A and centrifugation at
200,000 g 1 h at 4 °C, the pellet (membrane fraction) was homogenized
in buffer A containing 1% (w/v) Triton X-100, rotated for 45 min at 4 °C
and centrifuged at 200,000 g for 60 min at 4 °C. The resulting superna-
tant (Triton-solubilized membrane proteins) was collected, and the
final pellet resuspended in 1% SDS (Triton-resistant membrane pro-
teins). Protein concentration was determined by the Bradford method
using bovine serum albumin as standard [6].

2.2.4. Immunoblot analysis
Immunoblotting was performed as described previously [25].
Briefly, proteins were resolved by SDS-PAGE and transferred to



1126 A. Rodriguez-Asiain et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1811 (2011) 1124-1135

nitrocellulose membrane (Whatman, UK). Membranes were blocked
with TBS-T (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.2% Tween-20)
containing 5% skimmed milk, and incubated with the indicated pri-
mary antibody. Detection was performed incubating with an appro-
priate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(Pierce, Rockford, IL, USA) and the enhanced chemiluminiscence re-
agent (GE Healthcare, Spain).

2.2.5. Isolation of detergent resistant membranes (DRM) from rat brain
synaptosomes (sucrose density gradients)

The cholesterol-rich lipid rafts from rat brain synaptosomes were
isolated as described previously [15,15]. Briefly, fresh purified syn-
aptosomes were incubated with sodium buffer containing 1% Triton
X-100 (30 min at 4 °C) or 1% Brij 98 (20 min at 37 °C). Then, 1.5 ml
fractions (2 mg/ml protein) were mixed with 90% (w/v) sucrose in
sodium buffer to give a final concentration of 45% (w/v), and then
overlaid successively with 6 ml of 35% (w/v) sucrose and 3 ml of
5% (w/v) sucrose in sodium buffer in a SW41 centrifugation tube.
After centrifugation at 35,000 rpm for 18 h at 4 °C in a SW 41Ti
Rotor (Beckman, USA.), ten 1 ml fractions were collected from the
top. Methyl-3-cyclodextrin (MBCD, Sigma, Spain) treatments were
performed with purified synaptosomes prior to detergent solubili-
zation. MPCD was added to purified synaptosomes to a final concen-
tration of 50 mM, incubated at 37 °C for 30 min and centrifuged at
3000 g for 5 min. The resulting pellet was resuspended in sodium
buffer containing 1% Brij 98 and sucrose density gradients were per-
formed as stated above.

2.2.6. Acyl-biotinyl exchange (ABE) assay for protein palmitoylation

Endogenous BRSK1 and BRSK2 palmitoylation assays were per-
formed as described previously with minor modifications [16]. Brief-
ly, after immunoprecipitating the corresponding protein from 1.5 mg
of rat brain lysate, the immunoprecipitates were incubated with
10 mM N-ethylmaleimide (NEM) in buffer B (50 mM Tris-HCl pH
7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA) at 4 °C for 1 h, followed by treatment
with either 1 M hydroxylamine (pH 7.2) or control 1 M Tris-HCl (pH
7.2) for 1 h at room temperature. This treatment cleaves the thioester
bond and exposes the reactive cysteines by detaching the palmitic
acid. Beads were then incubated with fresh made 1uM 1-
biotinamido-4-(4’-[maleimidoethyl-cyclohexane]-carboxamido)butane
(biotin-BMCC) (pH 6.2) for 1 h at 4 °C to label reactive cysteine residues,
and washed twice with 1% Triton X-100 and 0.1% SDS in buffer B and one
time with 10 mM Tris-HCl pH 7.4. Bound protein was eluted with 80 pl
of elution buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 5 mM EDTA and 2% SDS).
After diluting 20 times in buffer B (containing 1% (w/v) Triton X-100),
biotinylated BRSK was affinity-purified using avidin-conjugated agarose
beads (Sigma) for 1h at 4 °C. Beads were then washed twice with
10 mM Tris-HCl, pH 7.4, and bound protein was released by denaturing
in SDS sample buffer and processed for immunoblotting with the appro-
priate antibody.

2.2.7. Immunofluorescence microscopy

Mouse or rat cortical neurons grown for 12 days in vitro were
fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 20 min. Fixed cells were
permeabilized with 0.02% saponin in phosphate buffer saline (PBS)
for 7 min, incubated with 0.01% saponin in PBS containing 10 mM
glycine for 15 min, and blocked for 1 h with 5% (w/v) BSA in PBS con-
taining 0.01% saponin and 10 mM glycine. Then, cells were incubated
overnight at 4 °C with the appropriate primary antibody diluted in 1%
BSA in PBS containing 0.01% saponin, followed by incubation for
45 min with the corresponding secondary antibody (Alexa fluor 594
donkey anti-sheep IgG and Alexa fluor 488 donkey anti-mouse IgG
antibodies (1:400) and Hoechst 33259 (Invitrogen)). The cells were
visualized by fluorescence microscopy in a Nikon Eclipse 90i epifluor-
escence microscope (Nikon Instruments, USA).

2.2.8. Baculovirus expression of BRSK1 and BRSK2 and purification

pFastBAC vector encoding N-terminal hexahistidine-tagged BRSK1
or BRSK2 were a gift from D.R. Alessi (MRC Protein Phosphorylation
Unit, Dundee, UK) and were used to generate recombinant baculo-
virus using the Bac-to-Bac system (Invitrogen, UK). Then, Spodoptera
frugiperda 21 cells (1.5 x 108/ml) were infected at a multiplicity of in-
fection of 5 with the corresponding baculovirus and harvested 72 h
post-infection. His-tagged proteins were purified as described for
His-NEKS6, using 5 ml Ni-NTA-agarose resin [25]. BRSK1 and BRSK2
were purified with yields of approx. 5 mg/L (BRSK1) or 10 mg/L
(BRSK2) of infected cells, and were greater than 90% homogeneous
as judged by densitometric scanning of Coomassie Blue-stained SDS/
PAGE gels.

2.2.9. Expression of MARK4 and LKB1:STRAD:MO25 complex in 293 cells
and purification

pPEBG-2T vector was used to express MARK4 with N-terminal
glutathione S-transferase (GST) tag [25]. Twenty 10-cm diameter
dishes of HEK293 cells were cultured and each dish transfected
with 5 pg of the pEBG2T-MARK4 vector, using polyethylenimine re-
agent (PEI, Warrington, USA). 36 h post-transfection cells were
lysed in ice-cold lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EGTA,
1 mM EDTA, 1% (w/v) Triton X-100, 1 mM sodium orthovanadate,
10mM sodium-B-glycerophosphate, 50 mM sodium fluoride,
5mM sodium pyrophosphate, 0.27 M sucrose, 0.1% (vol/vol)
2-mercaptoethanol and complete protease inhibitor cocktail) and
centrifuged at 12,000 g for 12 min at 4 °C. GST-MARK4 was purified
by affinity chromatography on glutathione-Sepharose resin (GE
Healthcare, Spain), and eluted in kinase buffer (50 mM Tris-HCl,
pH 7.5, 0.1 mM EGTA, 0.1% (vol/vol) 2-mercaptoethanol) containing
40 mM glutathione and 0.27 M sucrose. Purified MARK4 protein was
85% homogeneous as judged by densitometric scanning of Coomas-
sie Blue-stained SDS/PAGE gels loaded with 20 pg of protein.

Twenty 10-cm diameter dishes of HEK293 cells were transfected
with 3 pg each of the vectors encoding for GST-LKB1, FLAG-STRAD«
and Myc-MO25a. 36 h post transfection cells were lysed in ice-cold
lysis buffer, centrifuged at 12,000 g for 12 min at 4 °C, and trimeric
LKB1:STRAD:MO25 active complex affinity purified on glutathione-
Sepharose as described previously [25].

2.2.10. Expression and purification of proteins in bacterial cells

The pGEX constructs encoding for GST-tagged human Tau protein
and BRSK1-T189E constitutively active mutant were transformed in
Escherichia coli BL21 cells. One liter culture grown at 37 °C in Luria
Broth (LB) supplemented with 50 pg/ml ampicillin was grown until
the absorbance at 600 nm was 0.8. 100 uM isopropyl-p-p-galactoside
was then added, and cells were cultured for a further 18 h at 26 °C be-
fore harvesting by centrifugation at 4000 g at 4 °C for 30 min. Pelleted
cells were resuspended in 50 ml of ice-cold lysis buffer, lysed in one
round of freeze/thawing, sonicated (5x30s) and centrifuged at
25,000 g for 40 min. Recombinant proteins were affinity purified on
glutathione-Sepharose resin (GE Healthcare, Spain) as described
above for recombinant MARK4 [25].

2.2.11. Kinase activity assay

Kinase activity assay was performed in a total assay volume of 40 pl
containing the stated amount of the kinase in 50 mM Tris/HCl buffer, pH
7.5, 0.1 mM EGTA, 0.1% (vol/vol) 2-mercaptoethanol, 10 mM magne-
sium acetate, 0.2 mM [y->2P]-ATP (300 cpm/pmol) and the indicated
concentration of peptide substrate. Assays were carried out at 30 °C
and at the time indicated reactions were terminated by applying 30 pL
of the reaction mixture onto p81 phosphocellulose paper (2x2 cm).
p81 papers were washed in phosphoric acid, and the incorporated ra-
dioactivity was measured by scintillation counting as described previ-
ously [25]. Time-course assays were carried out to ensure that rate of
phosphorylation was linear with time and protein concentration. The
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kinetic parameters were calculated according to the Michaelis—-Menten
relationship by non-linear regression analysis using the computer pro-
gram GraphPad Prism (GraphPad Software Inc). One unit of activity is
the amount of enzyme that catalyzes the phosphorylation of 1 nmol of
peptide substrate per min.

2.2.12. Lipid extraction from rafts and non-rafts fractions and prepara-
tion of raft and non-raft vesicles

Lipids in raft fractions were extracted according to Bligh and Dyer
[5]. In brief, 4.8 mL of chloroform/methanol (1:2, vol/vol) was added
to 1 mL raft or non-raft fractions in glass tubes. The mix was thor-
oughly shaken, left at room temperature for 30 min and 2 mL each
of chloroform and water were added to split two phases. After shak-
ing again, the tubes were centrifuged 10 min at 2000 g, and the
upper (aqueous) phase was discarded. 3.2 mL of the chloroform
phase were then transferred to a new glass tube, taking care not to
disturb the interface, and were re-extracted after adding 6 mL meth-
anol/water (1:1, vol/vol). After shaking and centrifuging to separate
the new phases, 3 mL of the chloroform phase (lipid extract) were
evaporated in a new glass tube under a nitrogen stream. After adding
1 mL of 20 mM HEPES buffer, pH 7.5, containing 100 mM NaCl, the
tube was left at room temperature for 1 h, then vortexed to form a
cloudy suspension. Vesicles from raft or non-raft lipids were formed
by sonicating with a probe until the suspension became clear (~30 s).

2.2.13. Determination of major lipids in raft fractions and generation of
synthetic vesicles containing defined lipids

Samples (10-40 pL) of the lipid extract described above were
spotted on silica gel HPTLC plates with concentration zone (Merck).
To determine cholesterol, different amounts (5-20 pg) of cholesterol
(Sigma, Spain) were also applied in different lanes and the plate
was developed with hexane/diethylether/acetic acid (70:30:1, vol/
vol/vol). After spraying with primuline (5mg of primuline in
100 mL of acetone/water (80:20, vol/vol)), lipids were visualized
under UV light. Bands corresponding to cholesterol in extracts were
identified by comparison with standard cholesterol in neighboring
lanes, and were quantified by densitometry with Image] 1.43r
(Wayne Rasband, National Institutes of Health; rsb.info.nih.gov).
After calculating the slopes of cholesterol in lipid extract samples
(mL~') and standard cholesterol (mg~"') by linear regression, cho-
lesterol concentration was the quotient between both slope values
(mg/mL). The same approach was used to determine phosphatidyl-
choline and sphingomyelin, but in this case plates were developed
with chloroform/methanol/acetic acid/water (60:50:1:4, vol/vol/vol/
vol) as mobile phase.

Appropriate volumes of 1 mg/mL chloroform solutions of phos-
phatidylcholine (1-palmitoyl, 2-oleoyl), cholesterol and sphingomye-
lin were pooled in a glass tube and evaporated with nitrogen to give
the indicated mixture of phosphatidylcholine (1-palmitoyl, 2-
oleoyl), cholesterol and sphingomyelin. Vesicles with defined lipids
were formed exactly as those with raft lipids.

2.2.14. Lipid-protein overlay assays

Lipid-protein overlay assays were performed using affinity puri-
fied GST-BRSK1 and PIP-Strips™ and Sphingostrips™ membranes
containing the indicated lipids (Echelon Biosciences, Salt Lake City),
following the manufacturer's protocol. Briefly, membranes were
blocked with blocking solution (3% BSA for PIP-strips, or 1% skimmed
milk for Sphingo-strips in TBS-T), and incubated with either 0.5 ug/ml
of GST (control) or GST-BRSK1 for 1h at room temperature. After
three washes with TBS-T (10 min each), membranes were then incu-
bated with rabbit anti-GST antibody in blocking solution, and washed
three times with TBS-T (10 min each). Detection was performed incu-
bating with an anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary antibody and the enhanced chemiluminiscence reagent.

2.2.15. Data analysis

Figures, tables, and statistical analyses were generated using
Microsoft Excel, Image], Prism 3.0, or Adobe Photoshop software. Sta-
tistical significance was determined using the one-way ANOVA fol-
lowed for Turkey's multiple comparison test correction. Student's t
test analysis was performed when only two means were compared.

3. Results

3.1. Localization of BRSK1/SAD-B at a membrane fraction resistant to
Triton-X100 solubilization

We first examined BRSK1 and BRSK2 localization by immunos-
taining mouse cortical cells and visualizing in a fluorescence micros-
copy. As it has been previously reported for mouse hippocampal
neurons [18], BRSK1 showed a punctuate pattern, similar to that ob-
served for the synaptic vesicle protein marker synaptophysin
(Fig. 1A, upper panels). BRSK1 signal was also detected in cell bodies
and co-localized with neuronal dendrite marker MAP2 (Supplemen-
tary Fig. 1A). In contrast, BRSK2 mainly located throughout the neu-
ron in both axon and dendrites and co-localization with MAP2 is
shown (Fig. 1A, lower panels), but showed poor co-localization with
synaptophysin (Supplementary Fig. 1A). We also observed some
glial (non-neuron) staining for both BRSKs. Supplementary Fig. 1B
shows BRSK1 and BRSK2 staining thorough astrocyte cells (visualized
with protein GFAP marker). This is the first report showing BRSKs
proteins in glial cells.

As previously reported by Inoue et al. using hippocampal neu-
rons [18], short treatment of rat cortical neurons with 0.1% Triton
X-100 prior to formaldehyde fixation resulted in extraction of
synaptophysin, a Triton X-100-soluble membrane protein, where-
as it did not affect BRSK1 staining (Fig. 1B, Triton wash panels).
These results suggest that BRSK1 is tightly associated at the synap-
tic terminal, perhaps located at the membrane of the synaptic
vesicles.

Since the preceding data suggested that BRSK1 could localize at
membranes, we next examined the subcellular localization of
BRSK1. To do so, we performed subcellular fractionation to obtain cy-
tosolic and membrane fractions from a human cell line (neuroblasto-
ma SH-SY5Y), primary neuronal cells (mouse and rat cortical cells)
and rat brain synaptosomes (Fig. 2). For all four samples the final pel-
let containing cellular membranes was subjected to Triton X-100 sol-
ubilization to obtain the Triton-soluble membrane proteins (S) and
Triton-resistant membrane proteins (P). The quality of the different
fractions was assessed by immunodetection of the proteins GAPDH
(cytosolic marker), transferrin receptor (Triton-soluble membrane
protein) and Thy-1 (Triton-insoluble membrane protein). Thy-1 ren-
dered a very poor signal in mouse cortical neurons, so the purity of
Triton-insoluble membrane fraction was re-assessed using an
antibody that recognizes the tyrosine kinase Src.

BRSK1 was detected in both cytosolic and membrane fractions
of SH-SY5Y, mouse cortical and rat cortical cells, whereas all
BRSK1 from rat brain synaptosomes was obtained at the membrane
fraction. BRSK1 upstream kinase LKB1 was absent from cellular and
synaptosomal membranes. Consistent with results shown in
Fig. 1B, the membrane pool of BRSK1 was resistant to Triton X-
100 solubilization (Fig. 2). The cytosolic localization of BRSK1 ob-
served in cultured cells (Fig. 2) is also consistent with BRSK1
immunostaining at the cortical neuron cell bodies (Fig. 1). It is im-
portant to mention that BRSK1 antibody rendered double bands
(80-90 kDa) when used in western blot assays, as it has been
reported by others using other anti-BRSK1 antibodies [3,18]. Treat-
ing cells with different stresses, factors, serum withdrawal or phos-
phatase inhibitors does not change this band pattern (results not
shown). On the other hand, detailed analysis of BRSK1 genomic se-
quence reveals two ATG starting codons for this gene, so it is likely
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Fig. 1. BRSK1 tightly associates with synaptic vesicles in cortical neurons. Immunofluorescence microscopy. (
formaldehyde and immunofluorescent stained for BRSK1 (red, upper panels), BRSK2 (red, lower panels) and synaptophysin or MAP2 (green). Left panels show nuclei staining
(Hoestch). (B) Rat cortical neurons were cultured, fixed and immunofluorescent stained as in (A). Where indicated (Triton wash), cells were pre-incubated with 0.1% Triton X-
100 for 90 s, prior to paraformaldehyde fixation. Similar results were obtained in four independent experiments. The scale bar represents 20 um.

BRSK1

that the double band pattern observed could correspond to an al-
ternative splicing of the BRSK1 gene.

3.2. Localization of BRSK1/SAD-B at membrane lipid rafts

Having shown that the pool of cellular BRSK1 associated with
membrane fraction was resistant to nonionic detergent solubilization,
we next asked if BRSK1 could localize at membrane rafts. Lipid rafts
are membrane microdomains enriched with cholesterol and sphingo-
lipids that are insoluble in nonionic detergents and display low den-
sity in equilibrium sedimentation [8]. We solubilized rat brain
synaptosomes with Triton X-100 at 4 °C prior to separate the deter-
gent resistant membranes (lipid rafts) by discontinuous sucrose gra-
dient centrifugation. After centrifugation, 10 fractions from the top
of the tube were collected; insoluble lipid rafts and their associated
proteins migrate to the upper region of the gradient, whereas the
detergent-soluble proteins remain at the lower region. The upper
panel of Fig. 3A shows the protein and cholesterol concentration of
the fractions collected. Protein concentration of the fractions showed
a dual distribution, a minor peak at the low density fractions 2-4 and

Synap

SIna ptunh|5m Merged

tophysin

) Mouse cortical neurons were cultured for 10 days, fixed with para-

a larger peak at the non-raft fractions 7-10. As it has been previously
reported by others [28], lipid raft fraction 3 showed a 3-fold enrich-
ment in cholesterol content. The efficient preparation of lipid rafts
was also demonstrated by immunoblot analysis of collected fractions,
which showed the presence of the lipid raft marker flotillin-1 in frac-
tions 2-3 only, indicating that these fractions contained membrane
raft microdomains. This analysis also showed the presence of the
non-raft marker transferrin receptor at the soluble fractions. BRSK1
immunoreactivity was detected in both raft fractions 2-3 and non-
raft fractions 8-10 (Fig. 3A, lower panels), whereas the closely related
BRSK2 isoform and BRSK1/2 upstream activator LKB1 kinase were
only present at the non-raft fractions. Densitrometric analysis
revealed that about 40% of synaptosomal BRSK1 is associated with
membrane rafts (results not shown).

We also isolated rafts at physiological temperature (37 °C) using
the nonionic detergent Brij 98. Fig. 3B (upper panel) shows the pro-
tein and cholesterol profile of the obtained fractions, that was in-
creased in fractions 2-4. As shown in Fig. 3C (control panels), the
efficiency of the preparation was assured by immunoblot analysis of
the markers transferrin receptor (totally solubilized) and flotillin-1
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Fig. 2. Subcellular localization of BRSK1. Human neuroblastoma SH-SY5Y cells, mouse
cortical neurons, rat cortical neurons and rat synaptosomes were fractionated as de-
scribed in the Materials and methods section. Hom, homogenate; Cyt, cytosol. The pel-
let containing the membrane fraction was solubilized with 1% Triton X-100 and
centrifuged to obtain supernatant (S, Triton-solubilized proteins) and pellet (P,
Triton-resistant proteins). 10 ug of each fraction was analyzed by immunoblotting
with the indicated antibodies. Similar results were obtained in three independent
experiments.

(present only at the raft fractions 2-4). Regarding BRSK1, raft fraction
3 showed considerably higher BRSK1 content than non-raft fractions
8-10, whereas LKB1 was only present in the non-raft fractions. Thus,
using two different nonionic detergents and two different extraction
temperatures, we show that a considerable portion of synaptosomal
BRSK1, but not BRSK2 or its upstream kinase activator LKB1, is associ-
ated to lipid raft microdomains.

As stated above, classical membrane lipid rafts are enriched in
cholesterol. To further confirm the association of BRSK1 with mem-
brane rafts, synaptosomes were treated with 50 mM methyl-3-
cyclodextrin (mpBCD), prior to Brij 98 extraction. mBCD is a drug
widely used to selectively extract cholesterol from membranes, caus-
ing membrane rafts dispersion, therefore modulating the location of
the raft-associated proteins. [41]. As expected, mPCD treatment
resulted in loss of cholesterol in fractions 2-4 (Fig. 3B lower panel),
and in disassociation of BRSK1 and flotillin-1 from lipid raft fractions

Fig. 3. BRSK1 localization in lipid rafts from rat brain synaptosomes. (A) Distribution of
protein, cholesterol, BRSK1, BRSK2, LKB1 and raft markers in sucrose gradient fractions
from rat brain synaptosomes solubilized with 1% Triton X-100 at 4 °C. The upper panel
shows the protein (open bars) and cholesterol (filled bars) content of each fraction,
and represent the means 4- SD from three different experiments. Cholesterol was visu-
alized under UV light after primuline staining of the TLC plates, as shown in the middle
panel, then quantified by densitometry. Lower panels show immunoblot analysis for
the indicated proteins. TfR, transferrin receptor (non-raft protein marker); Flotillin-1,
raft protein marker. Immunoblots are representative of five separate experiments.
(B-C) Effect of cholesterol depletion on the levels of BRSK1 and raft makers proteins.
Rat brain synaptosomes were treated with 50 mM methyl-p3-cyclodextrin (mBCD)
for 15 min, prior to solubilization with 1% Brij-98 at 37 °C and fractionation in discon-
tinuous sucrose gradient. (B) Protein (open bars) and cholesterol (filled bars) content
of each fraction collected in (B), and determined as stated in (A). Each value represents
the means + SD from three different experiments. (C) Representative immunoblots of
four separate experiments.

2-4, appearing instead in non-lipid raft fractions 8-10 (Fig. 3B, mpCD
panels). Taken together these results demonstrate that BRSK1 associ-
ates with cholesterol-enriched membrane rafts.
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3.3. BRSK1, but not BRSK2, is palmitoylated in the brain

Next we asked how BRSK1 is targeted (anchored) at the mem-
brane fraction. Since BRSK1 lacks transmembrane domain we ex-
plored the possibility of a lipid-binding motif within the BRSK1
sequence. We performed extensive lipid-protein overlay assay, and
concluded that BRSK1 does not bind major lipids present at raft
microdomains, such as sphingolipids (sphingosine-1-P, sphingomye-
lin), ceramide, or cholesterol (data not shown). We also observed that
BRSK1 does not bind membrane lipid such as phosphoinositides,
phosphatidylinositols, phosphatidic acid, lysophosphatidic acid, or
other phospholipids (PtdSer, PtdEtn, PtdCho) (data not shown). How-
ever, lipidic posttranslational modifications such as palmitoylation
have been shown to be involved in the targeting of many proteins
to membrane lipid rafts. Thus, we next studied if rat brain BRSK1 is
palmitoylated, by using the acyl-biotin exchange (ABE) method.
Briefly, this non-radioactive method replaces biotin for palmitoyl res-
idues through three chemical steps (Fig. 4A): blockade free cysteine
thiols with N-ethylmaleimide; Cys-palmitoyl thioester cleavage with
hydroxylamine (NH,OH); and labeling newly exposed thiols with
the thiol-specific reagent biotin-BMCC. Finally, the resultant biotiny-
lated proteins are affinity purified using avidin-agarose beads, and
the palmitoylated proteins detected by immunoblot [16]. Control
samples not treated with NH,OH do not have exposed cysteine thiols

A _ B
Palmitate
SH

and they are not labeled with biotin-BMCC. Fig. 4B (upper panels)
shows that labeling was obtained only when rat brain BRSK1 immu-
noprecipitates were pretreated with hydroxylamine, indicating that
endogenous BRSK1 is palmitoylated in the brain. In agreement with
our result showing the absence of BRSK2 in lipid rafts, the corre-
sponding ABE assay did not show any label for BRSK2 indicating
that rat brain BRSK2 is not palmitoylated (Fig. 4B, lower panels).

3.4. Raft-associated BRSK1 has enhanced kinase activity

We next asked if the lipid raft environment could have any effect
on BRSK1 activity. To do so, we first designed experiments to measure
BRSK1 kinase activity from both, raft- and non-raft fractions. The an-
tibody anti-BRSK1 used in this work is suitable for immunoprecipitat-
ing endogenous BRSK1, whose kinase activity can then be measured
by the radiochemical in vitro kinase assay described in the section
Methods. Using this assay we routinely measure BRSK1 activity
from brain and cultured cell samples. Using our standard method,
we were unable to immunoprecipitate BRSK1 from lipid raft fractions.
As it has been described by others [34], it was necessary to dilute raft
preparations into radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer to
obtain BRSK1 in the immunoprecipitates. However, RIPA buffer con-
tains 0.1% SDS that irreversibly inhibits BRSK kinase activity. To
avoid this problem we decided to check BRSK1 activity status by
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Fig. 4. Rat brain BRSK1, but not BRSK2, is palmitoylated. (A) Scheme of the acyl-biotin exchange (ABE) method. Lysing of the samples and immunoprecipitation of the protein is
performed in the presence of NEM to block any preexisting free sulfhydryls (step 1). Unlike the thioester bonds (palmitoylated cysteines), Cys residues covalently attached to
NEM are not sensitive to hydroxylamine (NH,OH). Thus, NH,OH treatment generates free sulfhydryls (step 2), than react with biotin alkylating reagent (BMCC, Step 3). Finally,
the biotin-alkylated Cys residues are pulled-down using avidin-agarose beads (step 4). (B) ABE assay for BRSK1 and BRSK2 palmitoylation. Method was performed as described
in the Methods section. Protein was visualized by immunostaining with the corresponding antibody, and palmitoylated BRSK1, but not BRSK2, shows a hydroxylamine
(NH,0H)-dependent detection. As control, lower panel shows the immunoblot of a portion of the starting protein, before ABE purification. Similar results were obtained from

three independent experiments.
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monitoring phosphorylation of Thr189. BRSK1 is activated by LKB1-
catalyzed phosphorylation of the T-loop threonine 189. Since muta-
tion of Thr189 to Ala prevents activation, and mutation to Glu results
in a constitutively active form of BRSK1, phosphorylation of Thr189
correlates with BRSK1 kinase activity [25]. We generated and purified
a phosphospecific antibody that recognizes phosphorylated BRSK1.
Fig. 5A shows that the antibody recognized recombinant BRSK1 phos-
phorylated by purified LKB1, but not a mutant form of BRSK1 in which
Thr189 was mutated to Ala (T189A). We also tested the antibody in
vivo by over-expressing BRSK1 in HEK293 cells. Again, the antibody
gave a strong signal for wild type BRSK1 (phosphorylated by endoge-
nous LKB1), but no signal was obtained for mutant BRSK1 T189A
(Fig. 5B). These results show that the generated antibody specifically
recognizes BRSK1 phosphorylated at Thr189.

Raft and non-raft fractions having a similar amount of BRSK1 were
immunoblotted for T189 phosphorylation. Fig. 5C shows that phos-
phorylated (active) BRSK1 was only observed in the raft fraction.
This band was immunoprecipitated from RIPA-solubilized fractions
with antibody anti-BRSK1, confirming that the signal observed with
the use of p-T189 antibody corresponded in fact to BRSK1 (results
not shown). Thus, lipid raft-associated BRSK1 has more activity than
BRSK1 from soluble (non-raft) fractions.

3.5. Lipid raft environment enhances BRSK1 activity

The result showed in Fig. 5C suggested that BRSK1 lipid raft envi-
ronment could have an enhancing effect on BRSK1 activity. To test
this hypothesis, we performed in vitro kinase activity assays, incubat-
ing purified recombinant kinase in the presence/absence of vesicles
that contain the major lipid species present at the raft fraction. As a
control, we also performed similar experiments to measure the activ-
ity of the two closely related kinases from the subfamily of AMPK-
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Fig. 5. Lipid raft environment enhances BRSK1 activity. Characterization of a phosphos-
pecific antibody that recognizes active BRSK1 (pT189). (A) 200 ng of affinity purified,
bacterially expressed BRSK1-wt and BRSK1-T189A mutant were incubated with active
LKB1 and Mg-ATP for 30 min, and Thr189 phosphorylation was monitored by immuno-
blotting. (B) Lysates of HEK293 cells over-expressing BRSK1-wt or BRSK1-T189A mu-
tant were immunoblotted for BRSK1 phosphorylation at T189. C. 30 ug of protein
from sucrose density fraction 3 (raft fraction) and 10 (non-raft fraction) were immuno-
blotted for BRSK1 phosphorylation at T189, transferrin receptor (TfR, non-raft protein
marker), and Flotillin-1 (raft protein marker). Similar results were obtained in three in-
dependent experiments.

related kinases, BRSK2 and MARK4. We generated baculovirus encod-
ing His-tagged human BRSK1 or BRSK2 that were used to infect Sf21
insect cells, and the expressed proteins were affinity-purified.
MARK4 protein was affinity purified from HEK293 cells over-
expressing GST-tagged MARK4.

Several peptide substrates have been used to perform in vitro
BRSK1 kinase activity assay, including AMARA and SAMS peptides
[13,25], LNR peptide [7] and CHKtide peptide (recommended by
some commercial companies for measuring BRSK1/2 activities). We
decided first to investigate the substrate specificity of BRSK1 by deter-
mining the kinetic constants (K, Vimax and Vinax/Kn) for the phos-
phorylation of the peptide substrates AMARA, LNR and CHKtide
(Fig. 6A). CHKtide resulted to be the best substrate tested, giving
the highest Vmax value (302 U/mg) and a K, value of 170 puM, where-
as AMARA was the poorest substrate. In terms of catalytic efficacy
(Vmax/Km values), BRSK1 phosphorylated CHKtide 38 times better
than AMARA, and 9 times better than LNR peptides (Fig. 6A). Similar
results were obtained for BRSK2 (results not shown), and we there-
fore recommend the use of the CHKtide peptide for measuring kinase
activity of the BRSK enzymes.

Once the optimal conditions for kinase assays were established,
we next performed experiments to test if lipid raft environment
could affect BRSK1 activity. To do so, the lipids contained in raft frac-
tions from Triton X-100-solubilized synaptosomes were extracted in
chloroform/methanol, reconstituted as lipid vesicles (hereby called
raft vesicles) and tested for the in vitro kinase activity assay. Fig. 6B
shows that pre-incubation of pure recombinant BRSK1 with raft ves-
icles enhanced BRSK1 kinase activity in a dose-dependent fashion,
with a maximum of ~3.5 fold activation when 1 pl of vesicles was
used in the assay. Under the same experimental conditions, raft vesi-
cles had no effect on the activity of the closely related kinases BRSK2
or MARK4. We also performed additional control experiments to
show that incubation of BRSK1 with vesicles obtained from the non-
lipid raft fractions did not result in an increase of kinase activity
(Fig. 6C).

Next we checked if raft vesicles activate BRSK1 by enhancing T-
loop phosphorylation in this kinase. We have previously demonstrat-
ed that LKB1 activates BRSK1 by direct phosphorylation of the Thr189
residue within the activation loop, and that mutation of this Thr to
Glu (T189E) results in a constitutively active kinase [25]. Fig. 6D
shows that raft vesicles activated ~3 fold the BRSK1-T189E constitu-
tively active protein, as it did for wild type BRSK1. Thus, raft vesicles
environment activates BRSK1 by a LKB1-phosphorylation and T-
loop-phosphorylation independent mechanism.

We also performed additional experiments using a physiological
substrate, Tau protein, instead of a peptide substrate. Several authors
have proposed that BRSKs phosphorylate Tau protein at Ser262, and
neurons lacking BRSKs show impaired Tau phosphorylation
[3,22,29]. Consequently, most authors use pS262-Tau as the canonical
in vivo BRSK1 substrate [3,9,29]. Fig. 6E shows that incubation of
BRSK1 with raft vesicles resulted in an increase on Tau phosphoryla-
tion at Ser262.

Taken together, these results demonstrate that raft vesicles specif-
ically activate BRSK1, a raft-associated kinase. Interestingly, BRSK2 or
MARK4 kinases, that were not present at the membrane rafts micro-
domains, were not activated by raft vesicles.

3.6. Synthetic lipid vesicles activate BRSK1

In order to identify which lipid from the raft vesicle was responsi-
ble for BRSK1 activation, we next generated synthetic lipid vesicles.
To do so, we first measured the concentration of the major lipids pre-
sent in the raft vesicles obtained from brain synaptosomes. Lipid rafts
are membrane domains enriched in cholesterol, sphingolipids, phos-
pholipids and glycolipids such as GMI1. Since glycolipids such as
GM1 are not extracted by the chloroform/methanol mix used for
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Peptide Sequence Km (mM) Vmax (U/mg) Vmax/Km
CHKtide KKKVSRGLYRSPSMPENLNRPR 0,17 0,01 302 +26 1776
LNR peptide KKLNRTLSVA 0,10+0,02 41+10 410
AMARA peptide  AMARAASAAALARRR 0,35+0,03 16+3 46
*kk ? *kk
S 3007
2
2 200
o
©
Z 100
7]
i
)
- + - +
raft vesicles non-raft vesicles
5 D *k
E S 400+
3 BRSK2 g
Z 400+ 3 300 k%
2 >
E £
© = 2004
2 200 S
s -
>3 % 100+
01 &
0 .
- + - + raft vesicles
BRSK1-wt BRSK1-T189E
MARK4
400 E ATP-Mg*
0 2 10 10 plraft vesicles
- g, pTau (S262)

01 03 1 3 10
Raft vesicles (ul)

L e L
Sl e S @l (5RsK

Fig. 6. Lipid raft vesicles from rat brain synaptosomes enhance BRSK1 kinase activity in vitro. (A) Kinetic analysis of the pure preparation of recombinant BRSK1 used in this work.
Enzyme activities were determined at different concentrations of the indicated peptide substrate, using 60 ng of pure BRSK1, 200 uM [y->2P]-ATP, 10 mM magnesium acetate, as
described in Methods section. Each value is the mean 4 SD of at least three different determinations, each performed in triplicate. (B) Effect of reconstituted lipid raft vesicles
on the activity of pure BRSK1, BRSK2 and MARKA4. Lipids from the sucrose density fraction 3 (raft fraction) were chloroform/methanol extracted and reconstituted as small multi-
lamellar vesicles, as described in the section Methods. After pre-incubating 60 ng of each purified protein with the indicated amount of lipid raft vesicles for 30 min, kinase activity
was determined at 30 °C using 200 pM [y->2P]-ATP and 200 pM of the peptide substrate CHKtide (BRSK1 and BRSK2) or AMARA (MARK4). The activities are presented as means
=+ SD for four separate experiments, each performed in triplicate. (C) As in B, but reconstituted vesicles from raft and non-raft fractions were tested for BRSK1 kinase activity.
Each value is the mean + SD of four different determinations, each performed in triplicate. (D) As in B, but lipid raft vesicles were tested using wild type BRSK1 and the constitu-
tively active mutant BRSK1-T189E. Each value is the mean 4 SD of three different determinations, each performed in triplicate. (E) Effect of lipid raft vesicles on BRSK1 phosphor-
ylation of Tau. After pre-incubating 60 ng of purified BRSK1 with the indicated amount of lipid raft vesicles for 30 min, reaction took place using 200 uM ATP and 100 ng of purified
Tau as substrate, and phosphorylation of Tau at Ser262 monitored by immunoblotting. Similar results were obtained in three separate experiments. *p<0.05, “*p<0.01, **p<0.001,

compared with 100% (control).

preparing the raft vesicles [10], we determined the concentration of
the other three major lipid components. The results are shown in
Fig. 7A and they were used to generate vesicles containing the same
concentration of cholesterol, sphingomyelin and phosphatidylcholine
(hereby called synthetic vesicles) as the raft vesicles. Incubation of
BRSK1 with synthetic vesicles containing all three lipids and at the
same concentrations found in raft fractions enhanced ~2.5 fold
BRSK1 kinase activity (Fig. 7B). However, maintaining a fixed molar
ratio in the ternary lipid mixture, but doubling total lipid concentra-
tion resulted in “suboptimal” activation of BRSK1, and quadrupling
it was no longer stimulatory (Supplemantary Fig. 2A). Also, binary
vesicles of phosphatidylcholine/cholesterol or phosphatidylcholine/
sphingomyelin did not activate the enzyme, and doubling or even
quadrupling sphingomyelin content in ternary mixtures did not acti-
vate it further (Supplementary Fig. 2B).

4. Discussion

In this work we demonstrated for the first time that BRSK1, but
neither BRSK2 nor the upstream activator kinase LKB1, is partitioned
into lipid rafts in brain synaptosomes. This conclusion is based on four
biochemical and pharmacological evidences. First,immunocytochem-
ical studies in rat and mice cortical neurons showed a punctuate lo-
calization for BRSK1 that, unlike the synaptic vesicle marker
synaptophysin, was preserved after Triton X-100 pre-treatment of
the cells (Fig. 1B). Similar results have been described for BRSK1
from rat hippocampal neurons [18]. Second, we have shown that a
portion of cellular BRSK1 and the whole synaptosomal BRSK1 local-
izes at the membrane fraction. This BRSK1 population was resistant
to Triton X-100 solubilization, as it happened for the lipid raft pro-
tein marker Thy-1 (Fig. 2). Third, BRSK1 was present in sucrose
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Fig. 7. Synthetic lipid vesicles activate BRSK1 kinase activity. (A) Concentration and
molar ratio values of the major lipid species present in raft fractions from brain synap-
tosomes. Lipids from the sucrose density fraction 3 (raft fraction) were chloroform/
methanol extracted, and concentration of cholesterol, sphingomyelin and phosphati-
dylcholine determined as described in the section Methods. Each value is the mean
+SD of three different determinations (B) Effect of synthetic lipid vesicles versus
lipid raft vesicles on BRSK1 kinase activity. 10 pl of raft vesicles or synthetic vesicles
containing sphingomyelin, phosphatidylcholine and cholesterol at the concentrations
stated in Fig. 6A were prepared, pre-incubated with pure BRSK1 and kinase activity de-
termined as for Fig. 5B. (C) As in (B), but 10 pl of synthetic vesicles were tested for
BRSK1, BRSK2 and MARK4 kinase activities. Activity values are the meand4S.D. of
three different determinations, each performed in triplicate. *p<0.05, **p<0.01, com-
pared with 100% (control).

gradient purified rafts from brain synaptosomes, obtained by
extracting proteins at 4 °C using the canonical nonionic detergent
Triton X-100 (Fig. 3A). By using this method we found that ~40%
of the membrane synaptosomal BRSK1, but not BRSK2 or LKB1,
was located at the lipid rafts fraction. However, membrane rafts
are heterogeneous in respect with their resistance to solubilization
by different nonionic detergents [33]. It has also been reported
that the use of Triton X-100 to extract lipid rafts at low temperature
can result in the generation of nonspecific aggregates, therefore
leading to the mistaken assignment of proteins to the rafts [8]. Be-
cause of the above, and in order to confirm the association of
BRSK1 with membrane rafts, we also isolated rafts at physiological
temperature (37 °C) using the nonionic detergent Brij 98. This
method resulted in an even greater localization (~65%) of BRSK1
at the synaptosomal raft fraction, and confirmed the absence of
LKB1 at this fraction (Fig. 3C). Fourth, BRSK1 and the raft protein
marker flotillin-1 were not observed at the raft fractions after deple-
tion of synaptosomal cholesterol by mpCD treatment. Since lipid

rafts are membrane microdomains enriched in sphingolipids and
cholesterol, depletion of cholesterol with drugs such as m3CD com-
promise the integrity of these domains and results in the dissocia-
tion of the associated proteins [17].

How is BRSK1 targeted to the membrane lipid rafts? BRSK1 has an N-
terminal kinase domain (residues 34-285 for human BRSK1), followed
by a putative ubiquitin-associated (UBA) domain (residues 330-372)
and a long C-terminal region with unknown structure and function
(residues 373-778) [1,20]. We performed an exhaustive in silico analy-
sis that revealed that BRSK1 has no apparent lipid binding domains or
transmembrane hydrophobic a-helices. We also performed lipid—pro-
tein overlay assays to observe that BRSK1 does not bind the following
membrane lipids: phosphatidylinositols (PI(3)P, PI(4)P, PI(5)P, PI(3,4)
P,, PI(3,5)P,, PI(4,5)P, PI(3,4,5)P;3), other phospholipids (PtdSer,
PtdEtn, PtdCho, LysoPtdCho), phosphatidic acid, lysophosphatidic acid,
sphingolipids (sphingosine, sphingosine-1-P, sphingomyelin), ganglio-
sides (GM1, GD3), ceramide, or cholesterol (Supplementary Fig. 3). Un-
expectedly, we found that BRSK1 bound the galactocerebroside
sulfatide (3-O-sulfogalactosylceramide). Since further analysis showed
that BRSK2, which is not present at lipid rafts, also binds sulfatide (re-
sults not shown), it is rather unlikely that sulfatide is involved in the lo-
cation of BRSK1 at these membrane microdomains.

On the other hand, proteins present in lipid rafts can interact directly
with cholesterol or, alternatively, are posttranslationally modified with
lipids such as glycosylphosphatidylinositol (GPI), myristate or palmitate
[27]. The use of predictive algorithms for posttranslational modification
revealed the absence of putative GPI, farnesylation or myristoylation
sites in BRSK1, but suggested that BRSK1 might be palmitoylated. Spe-
cifically, CSS-Palm 2.0 software for palmitoylation sites [35] predicted
several cysteine residues at both, the kinase domain and the C-term
tail of BRSK1. We have used a novel non-radioactive method (acyl-bio-
tinyl exchange, ABE assay) to show that brain BRSK1, but not BRSK2, is
palmitoylated in vivo (Fig. 4).

Protein palmitoylation is a posttranslational modification where
the 16-carbon fatty acid palmitate is covalently linked to a cysteine
residue through a thioesther linkage, increasing the overall hydro-
phobicity of the targeted protein [38]. Like phosphorylation, palmi-
toylation is a reversible modification and proteins often undergo
dynamic cycles of palmitoylation (catalyzed by palmitoyl transfer-
ases) and depalmitoylation (catalyzed by palmitoyl thioesterases)
[19]. Therefore, palmitoylation can act as a reversible membrane lo-
calization signal. Interestingly, this posttranslational modification is
a well characterized signal for targeting proteins to rafts, including in-
tegral membrane proteins such as G protein-coupled receptor and
neurotransmitter receptors [19].

As mentioned above BRSK1 plays an important role in the synap-
ses. Over-expression of BRSK1 (but not a mutant form lacking kinase
activity) increases neurotransmitters release in neuronal cells [18].
Remarkably, many of the proteins that regulate synaptic vesicle exo-
cytosis are located at lipid rafts [14,15] and they are indeed palmitoy-
lated. That is the case for the proteins of the SNARE complex
Syntaxin-1, SNAP-25 and VAMP2 (synaptobrevin), as well as the
Ca%* sensor protein of the synaptic vesicle synaptotagmin [32].
According to this, it has also been shown that palmitoylation plays a
key role in targeting proteins for transport to nerve terminals and in
regulating trafficking at synapse [24]. Furthermore, a recent work de-
scribed that neuronal excitability (activation) results in a rapid and
overall increase on palmitoylation of the synaptic proteins, allowing
the activity-driven changes that shape synapse morphology and func-
tion [21]. Thus, it is possible that, as it happens for other synaptic pro-
teins, neuronal activity could increase BRSK1 palmitoylation and,
therefore its recruitment to the raft domains of the presynaptic termi-
nals. Once there, BRSK1 would co-localize and phosphorylate its puta-
tive/s substrate/s (that remain to be characterized). We are currently
performing experiments to identify which of the Cys residue/s of
BRSK1 is/are palmitoylated. There are 11 Cys within rat BRSK1
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sequence, and 10 of them are conserved in human and mouse. 7 out
of the 10 Cys present in mammalian BRSK1s are not found (or con-
served) in the BRSK2 sequence, so these residues should be the first
candidates to be tested.

Obtaining a palmitoylation-deficient mutant will allow one to de-
termine which is the role of palmitoylation in targeting BRSK1 to the
membrane rafts, and how this modification affects the function of
BRSK1 at the synapses.

Our results show that lipid raft environment regulates the kinase
activity of BRSK1. LKB1 activates BRSKs by phosphorylating residues
Thr189 (BRSK1) and Thr174 (BRSK2) at the T-loop. This phosphoryla-
tion is necessary and sufficient to activate both kinases, and correlates
well with BRSK1/2 kinase activity [7,25]. In this work we have
obtained and optimized a polyclonal antibody that allows one to de-
tect T-loop phosphorylation of the BRSKs enzymes The phospho-
specific antibody generated recognizes well BRSK1 phosphorylation
(Fig. 5A and B), and it can be also used to monitor endogenous
BRSK2 phosphorylation (result not shown). Using this antibody we
have shown that BRSK1 from lipid raft fractions have much higher
T-loop phosphorylation than BRSK1 from non-lipid raft fractions
(Fig. 5C). Since brain synaptosomal LKB1 is not present at membrane
rafts (Fig. 3A and B), the higher level of phospho-Thr189 observed in
rafts may be the consequence of BRSK1 being protected from de-
phosphorylation. One possibility is that, in a raft microenvironment
BRSK1 T-loop is less accessible for the action of the phosphatase, as
it has been suggested for the Lyn tyrosine kinase. Young et al.
reported that lipid rafts enhance Lyn kinase activity by protecting
the critical Tyr residue at the active site from dephosphorylation
[40]. Alternatively, the inactivating phosphatase would be absent
from these membrane microdomains. The phosphatase that regu-
lates dephosphorylation/deactivation of the BRSKs remains to be de-
scribed. Nevertheless, Bright et al. reported that this phosphatase is
okadaic acid-insensitive, and showed that PP2Ca can dephosphory-
late BRSK2 in vitro [7]. To our knowledge, PP2C phosphatase has
never been reported to localize at membrane rafts.

Incubation of purified recombinant BRSK1 with small multilamel-
lar vesicles (SMV) containing lipids extracted from raft fraction
resulted in a ~3-fold increase on BRSK1 activity measured using
both, a peptide substrate and the physiological protein substrate
Tau (Fig. 6B and E). This effect was BRSK1 specific, since it was not ob-
served for the two closely related proteins BRSK2 and MARK4
(Fig. 6B). Vesicles containing lipids from non-raft fractions did not ac-
tivate BRSK1. Furthermore, synthetic SMV containing the major lipids
present in lipid rafts (cholesterol, sphingomyelin and phosphatidyl-
choline) also specifically enhanced BRSK1 kinase activity (Fig. 7B
and C). To our knowledge this is the first time that lipids from raft
microdomains are extracted, reconstituted and successfully tested
for enzyme modulation. We also provided biochemical evidences
showing that a fully activated form of BRSK1 (T189E) can be further
activated ~3-fold by lipid raft environment (Fig. 6D). Thus, localiza-
tion of BRSK1 at the membrane rafts might represent a novel mecha-
nism of regulation of BRSK1 kinase activity. Although not yet
identified, the presence of a lipid-interacting motif cannot be ruled
out. The interaction of this motif with lipid/s would result then in a
conformational change of the protein. This change will in turn, stabi-
lize the active conformation of BRSK1 kinase domain, resulting in the
increase on the kinase activity observed. The kinase and UBA domains
of BRSK1 and BRSK?2 are 90% identical. Thus, it seems more likely that
this putative lipid-binding domain would localize at C-terminal tail of
BRSK1, which only shares a 60% homology with the C-terminal end of
BRSK2. According to this, Inoue et al. over-expressed BRSK1 deletion
mutants in rat hippocampal neurons and showed that BRSK1 localizes
at the synapse through its C-terminal tail [18].

BRSK1 regulates presynaptically the neurotransmitter release [18].
Given the role of the kinase activity of BRSK1 at the synapses, and the
localization of BRSK1 and the SNARE complex proteins (that regulate

synaptic vesicle docking and fusion) at the membrane rafts, it would
be important to study if some of these proteins can be phosphorylat-
ed by BRSK1. In fact, our results suggest that the ordered lipid raft en-
vironment not only allows BRSK1 to co-localize with the SNARE
complex proteins, but also results in a more active form of this kinase.

In this work we describe for the first time that BRSK1 is expressed
in astrocytes. Recent studies have suggested a new concept in synap-
tic physiology, the tripartite synapse, in which the presynaptic and
postsynaptic neurons are also associated with astrocytes. In such
structure, astrocytes sense synaptic activity and release chemical
transmitters (gliotransmission) which in turn control synaptic trans-
mission and neuronal plasticity [31]. Gliotransmission can be through
different mechanisms including calcium-regulated exocytosis, and in-
deed, astrocytes express proteins of the SNARE complex [30]. There-
fore, BRSK1 could well participate in the release of gliotransmitters
(such as p-serine, ATP or glutamate) and indirectly regulate neuron
excitability through the tripartite synapse.

During the last few years many authors have reported changes in
cholesterol and lipid raft microdomains in brains from patients suffer-
ing neurodegenerative diseases such as Alzheimer's, Parkinson's,
amyotrophic lateral sclerosis and Huntington's diseases [36, 39]. The
working hypothesis is based on the idea that changes in cholesterol,
sphingolipids and/or ganglioside content of the lipid rafts may affect
the activity of proteins that play key roles in regulating neuronal
physiology. It will be important to study if, as reported for other pro-
teins, changes on lipid raft composition result in alteration of BRSK1
membrane location and activity. If so, these changes would compro-
mise the neuronal synaptic activity, perhaps contributing to the neu-
ronal degeneration observed in these diseases.

5. Conclusions

A pool of brain BRSK1, but not BRSK2 or its upstream activator
LKB1, localizes at membrane lipid rafts. Based on 1) phosphorylation
analysis of BRSK1 T-loop in raft and non-raft brain synaptosomal frac-
tions; and 2) BRSK1 activity assays with small multilamellar vesicles
made from lipids from raft fractions or with synthetic lipids, we con-
clude that interaction with lipid rafts represents a new mechanism of
BRSK1 activation, additional to T-loop phosphorylation.

Supplementary materials related to this article can be found on-
line at doi:10.1016/j.bbalip.2011.10.004.
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