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Discusion

Las Brain Specfic Kinases 1/2 (BRSK1/2) son serin-treonin quinasas de la subfamilia de las
AMPK-related kinases activadas por fosforilacion de la treonina del T-loop (Thr189 en BRSK1 y
Thr174 en BRSK2) por la quinasa supresora de tumores LKB1 (Lizcano et al, 2004; Barnes et al,
2007). La expresion de las BRSKs se restringe principalmente al cerebro, donde se han
involucrado en el establecimiento del eje axdn-dendrita durante la polarizacién neuronal (Crump
et al, 2001; Kishi et al, 2005; Barnes et al, 2007; Shelly et al, 2007), y en la sinaptogénesis y
regulacion de la funcién sinaptica en neuronas maduras (Crump et al, 2001; Inoue et al, 2006). A
pesar de la relevancia de las BRSKs en la regulacion de estos procesos, se desconocen los
mecanismos implicados en la regulacion de su expresion y/o actividad, asi como los sustratos
que fosforilan. Este trabajo ha supuesto el establecimiento de una nueva linea de investigacion
en el laboratorio, con el objetivo de abordar los mecanismos moleculares que regulan las BRSKs
e identificar los sustratos a través de los cuales median su funcion. Los resultados obtenidos en

esta tesis describen:

a) una regulacién de la expresion de las BRSKs durante el desarrollo ontogénico del cerebro y la

diferenciacién neuronal, mediado por la via de las MAP-quinasas ERK1/2

b) un mecanismo de regulacién de la actividad quinasa de las BRSKs, independiente a LKB1,

basado en su localizacion en lipid rafts de sinaptosomas de cerebro

c) sefialan a la proteina t-SNARE sintaxina-1A, implicada en la fusidon de vesiculas y liberacién

de neurotransmisores, como putativo sustrato de BRSK1.

En el primer capitulo de Resultados se desarrollé el material y las herramientas necesarias
para llevar a cabo este trabajo. Se ha corroborado que el complejo LKB1/STRAD/MO25 fosforila
y activa a las BRSKs in vitro e in vivo, y se han determinado las constantes cinéticas de las
BRSKs utilizando un método radiométrico que nos han permitido recomendar el uso del péptido

sustrato CHKtide para la medicion de la actividad quinasa de las BRSKs.

D.1 REGULACION DE LA EXPRESION DE LAS BRSKs DURANTE LA
DIFERENCIACION NEURONAL.

La caracterizacion de los anticuerpos anti-BRSK1 y anti-BRSK2 realizada en la primera etapa
de este proyecto (Capitulo 1 de Resultados) ha permitido llevar a cabo el estudio detallado sobre
el patron de expresion de las BRSKs en el organismo. Los resultados obtenidos completan la
descripcion previa de otros autores que restringen la expresion de BRSK1 y BRSK2

principalmente en cerebro (Kishi et al, 2005; Inoue et al, 2006), al mostrar que ambas quinasas
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se expresan en todas las principales regiones cerebrales (hipocampo, cértex, cerebelo y bulbo
olfatorio), aunque lo hacen en mayor grado en hipocampo y coértex donde también se detecta
mayor actividad quinasa BRSK. BRSK2 presenta ademas una expresion significativa en
pancreas, lo que sugiere una funcion adicional de BRSK2 en este érgano. Dado que la funcion
pancreatica se basa en la excrecion de granulos secretores, BRSK2 podria jugar un papel en la
regulacion de las vias de exocitosis pancreaticas, de manera similar al proceso de secrecion de

neurotransmisores en neuronas.

Dada la implicaciéon de las BRSKs en la polarizacion neuronal (Kishi et al, 2005; Barnes et al,
2007) se considerd estudiar la expresion de estas quinasas a lo largo del proceso de
diferenciacion neuronal. Los resultados muestran un paralelismo entre el establecimiento de la
polaridad neuronal en el cerebro en desarrollo y la expresién de las BRSKs. Asi, durante el
desarrollo ontogénico post-natal del cerebro se observa un aumento en la expresion y actividad
quinasa de BRSK1 y BRSK2, que alcanza un maximo a las 4 semanas post-natales que
correlaciona en el tiempo con la maduracién del cerebro de la rata. En esta fase post-natal las
neuronas completan su diferenciacion al adquirir las espinas dendriticas y desarrollar entidades
sinapticas funcionales (Barnes & Polleux, 2009), lo que sugiere una funcion de las BRSKs en
neuronas maduras. Los analisis de expresion realizados en cultivos primarios de neuronas
corticales muestran también un aumento de expresion de las BRSKs durante el proceso de
diferenciacion in vitro de neuronas corticales, desde el dia de siembra hasta el ultimo estadio de
diferenciacion in vitro (estadio 5). Ello sugiere que el aumento de expresion de las BRSKs
observado en etapas post-natales es consecuencia de la regulacion de la expresion iniciada en
etapas embrionarias, lo que concuerda con la funcion de las BRSKs en el establecimiento del eje
axon-dendrita en estadios tempranos de la diferenciacion in vitro (Kishi et al, 2005; Barnes et al,
2007; Shelly et al, 2007).

Para elucidar los mecanismos moleculares implicados en la regulacion de la expresion de las
BRSKSs durante la diferenciaciéon neuronal se ha utilizado el modelo celular PC12, derivado de
feocromocitoma de rata. La exposicion prolongada de células PC12 a la accion de neurotrofinas
(como el NGF) conduce a la adquisicion de un fenotipo neuronal (Greene & Tischler, 1976;
Dichter et al, 1977), por lo que esta linea celular es un modelo muy util para el estudio de los
mecanismos de sefializaciéon implicados en la diferenciacién neuronal. Los analisis de expresion
realizados muestran que durante la diferenciacion de células PC12 inducida por NGF se produce
un aumento en la expresion de BRSK1 y BRSK2, analogo al del marcador de diferenciacion
tubulina-B-1ll, pero no de otros componentes de la via de sefializacion LKB1-BRSKs, como LKB1
o STRADa. Estos resultados muestran por primera vez la induccidon de la expresion de las
BRSKs en respuesta a factores neurotréficos como el NGF. Mediante experimentos de gene

reporter luciferase utilizando una regién del promotor de BRSK1, mostramos que el aumento de
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expresion de BRSK1 durante la diferenciacion inducida por neurotrofinas se debe a una
activacion génica, y por tanto a la sintesis de novo de proteina. De acuerdo con estos resultados,
experimentos de real-time PCR realizados por Josep Espadamala (Tesis Doctoral en
preparacion), muestran un aumento en los niveles del mMRNA de BRSK1 de unas 5 veces en

respuesta a la accion del NGF.

Mediante experimentos de sobre-expresion de la forma constitutivamente activa de MEK1
(MEK-EE) y el uso de inhibidores especificos de la via de las MAP-quinasas (PD98059 y U0126),
mostramos que la induccién en la expresion de las BRSKs en respuesta a NGF esta mediada por
la via de sefalizacion de ERK1/2, via necesaria y suficiente para inducir la diferenciacion
neuronal de células PC12 (Cowley et al, 1994; Skaper S., 2008; Vaudry et al, 2002). La
activacion constitutiva de H-Ras (provocada por sobre-expresion de la forma constitutivamente
activa H-RasV12) también resulta en un aumento de expresion de las BRSKs, lo que confirma la
implicacion de la via clasica Ras-Raf-MEK1-ERK1/2 en la regulacion de la expresiéon de estas
quinasas durante la diferenciacion inducida por NGF. Sin embargo, la activacion constitutiva de
H-Ras en células PC12 no induce el grado de diferenciacion neuronal observado en respuesta a
la activacion constitutiva de MEK1, lo que se traduce también en un aumento menor de la
expresion de las BRSKs. Este hecho puede explicarse por una activacion de B-Raf (y por tanto
de MEK1) durante el proceso de diferenciacion a través de una via independiente a Ras, que
implica la generacion de cAMP y la activaciéon de la proteina Rap1 (Skaper S., 2008; Vaudry et
al, 2002; Yung et al, 2010). De acuerdo con esta hipdtesis, los resultados de expresion génica
obtenidos por Josep Espadamala en el laboratorio, muestran que la estimulacion de células
PC12 con forscolina resulta en una activacion sub-6ptima del promotor de BRSK1. Sin embargo,
esta activacion no es bloqueada por el inhibidor especifico de PKA (H-89), pero si por el inhibidor
de MEK1 PD98059, lo que muestra que la activacion sub-6ptima del promotor de BRSK1 en
respuesta a forscolina es independiente a PKA. Por tanto, tanto via Ras como via Rap, la
activacion secuencial de Raf-MEK1-ERK1/2 es responsable del aumento de expresion de las

BRSKs durante la diferenciacion neuronal de células PC12.

¢ Qué factor de transcripcion regulado por ERK1/2 es responsable de la activacion génica de
las BRSKs durante la diferenciacion neuronal? En ausencia de NGF, la sobre-expresion del
factor de transcripcion Specificity Protein 1 (Sp1) en células PC12 resulta en una activacion del
promotor de BRSK1, que se traduce en un aumento de la expresion de las BRSKs, aunque
significativamente menor que el aumento inducido por NGF. De acuerdo a estos resultados, el
tratamiento de células PC12 con el inhibidor especifico de Sp1 Mitramicina A previene el
aumento de expresion de las BRSKs inducido por NGF. Por tanto, el factor de transcripcion Sp1
media en el aumento de expresion de las BRSKs durante la diferenciacion neuronal inducida por
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NGF. Ello concuerda con el hecho de que la region clonada de 1 kb del promotor de BRSK1

presente multiples secuencias potenciales de unién a Sp1.

Sp1 es una proteina de expresion ubicua que pertenece a la familia de factores de
transcripcion que contienen dominios de unién al DNA tipo zinc-finger, y se une a motivos ricos
en CG activando o reprimiendo la transcripcion de cientos de genes que carecen o presentan
TATA box. Sp1 regula la transcripcion mediante multiples mecanismos, como interacciéon
proteina-proteina o cooperando con otros factores de transcripcion (como AP-2, Egr-1, CREB, c-
myc o c-Jun). Aunque inicialmente se propuso que Sp1 activaba constitutivamente genes
housekeeping (debido al gran abanico de genes que regula), hoy en dia se asume que diferentes
estimulos inducen modificaciones post-traduccionales que afectan a la actividad transcripcional y
estabilidad de Sp1 (tales como la fosforilacién, sumoilacién, acetilacion y glicosilacion) (Tan &
Khachigian, 2009). Entre las quinasas que regulan su actividad se encuentran ERK1/2, que
fosforilan Sp1 en al menos tres residuos (Thr 355, Thr453 y Thr739), activando la trancripcion de
genes como VEGF, MMP2 o HO-1 (Tan & Khachigian, 2009). Existen precedentes de la
implicacién de Sp1 en la regulacién génica que se da durante la diferenciacion de células PC12,
a través de su activacién mediante fosforilacion por ERK1/2. Asi, la via de ERK1/2 media
directamente en el aumento de la unién de Sp1 al DNA observado tras el tratamiento de células
PC12 con NGF (Atkins et al, 2003), lo que resulta en la induccion de la expresion de proteinas
como la esfingosina quinasa 1 (SPHK1) y la Ciclina D1 (Sobue et al, 2005; Marampon et al,
2008).

Mediante experimentos de sobre-expresion de Sp1 y el uso de su inhibidor especifico
Mitramicina A, se muestra que Sp1 es necesario pero no suficiente en la induccion de la
expresion de las BRSKs durante la diferenciacion neuronal. Asi, la inhibicion farmacolégica de
Sp1 bloquea completamente el aumento de expresion de las BRSKs inducido por NGF, mientras
que la sobre-expresion de Sp1 provoca un aumento de expresion, que sin embargo no alcanza el
inducido por NGF. Estos resultados sugieren una posible cooperacién de Sp1 con otros factores
de transcripcién en la regulacion de la expresion génica de las BRSKs. Las estrategias de
regulacion génica basadas en combinaciones de diferentes factores de transcripcion estan
ampliamente documentadas en la literatura y de hecho, Sp1 interacciona y coopera
funcionalmente con otros factores de transcripcion, como NF-kB (Marampon et al, 2008), Ets-1
(Gegonne et al, 1993), STAT1 (Look et al, 1995), Egr-1 (Khachigian et al, 1995) o AP-1 (Gao et
al, 2009; Banks et al, 1998; Noti et al, 1996). Otra posibilidad es que la sobre-expresién de Sp1
no se produzca en el contexto celular adecuado para inducir de forma éptima la expresion de las
BRSKs. Es decir, que el estado de las vias de sefialacion de las células PC12 diferenciadas sea

determinante para inducir la expresion génica completa mediada por Sp1.
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Recientemente se ha establecido una colaboracién con el laboratorio de la Dra. Esther Lopez
Bayghen (Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados, México DF), donde se llevan a cabo
ensayos de retraso electroforético e inmunoprecipitacion de la cromatina que permitirdn, por un
lado determinar la unién de Sp1 al promotor de BRSK1, y por otro la existencia de un mecanismo
de cooperacion con otros factores de transcripcion. Los resultados preliminares derivados de
estos estudios sefialan al factor de transcripciéon AP-1 como candidato a colaborar con Sp1 en la
regulacion génica de las BRSKs. AP-1 es un factor de transcripcion especifico de secuencia (se
une a secuencias consenso TGAGTCA), formado por un heterodimero de proteinas de las
familias Jun (c-Jun, JunD y Junp) y Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2). La region clonada de 1 kb
del promotor de BRSK1 contiene una secuencia de unién a c-Jun y otra a c-Fos, por lo que es
posible una cooperaciéon entre Sp1 y AP-1 en la regulacion de la expresion de las BRSKs.
Ademas, de forma analoga a la regulacion de Sp1, la actividad de AP-1 puede también ser
regulada mediante fosforilacién de ERK1/2 (Hibi et al, 1993; Monje et al, 2003), lo que estaria en
consonancia con los resultados obtenidos que sefialan a la via de las MAP-quinasas como
regulador clave de la expresion de las BRSKs durante la diferenciaciéon neuronal. Es posible que
Sp1 y AP-1 interaccionen formando un complejo, o que la union de un factor de transcripcién al
DNA facilite la union del otro en su lugar consenso. Diferentes autores han mostrado que la
cooperacion entre Sp1 y AP-1 no depende de la distancia entre sus respectivos lugares de union
al DNA (Noti et al, 1996; Banks et al, 1998), lo que podria explicarse si Sp1 provocara un cambio
conformacional en el DNA que contribuyera a la activacién génica, facilitando la unién de otros
factores como AP-1.

En conjunto, los resultados obtenidos de los estudios de la expresion de las BRSKs durante la
diferenciacion neuronal describen un nuevo mecanismo de regulaciéon de estas quinasas a nivel
génico. En respuesta a neurotrofinas, la activacion de la cascada de sefializacion de las MAP-
quinasas resulta en la fosforilacion y activacion del factor de transcripcion Sp1 por ERK1/2, que
tras su translocacion al nucleo activaria la expresion de las BRSKs. La figura D.9 (pagina 160)
muestra este modelo de regulacién de la expresion extrapolado a neuronas corticales, en el que
la activacion del promotor de BRSK1 en respuesta a BDNF en fases tempranas de la
diferenciacion, y el consecuente aumento de expresion de BRSK1, resultaria en la especificacion
del axén. Recientemente se ha sugerido que, de forma paralela a la activacion de la expresion de
las BRSKs, el BDNF induce la fosforilacion de la quinasa activadora LKB1 en la Ser431 por PKA
y p90rsk, fosforilacién esencial para que se de la polarizaciéon axonal mediada por las BRSKs
(Barnes et al, 2007; Shelly et al, 2007; Shelly et al, 2010). Estos autores muestran que LKB1
fosforilada en Ser431 localiza en las neuritas de neuronas no diferenciadas y se concentra
drasticamente en el axén de neuronas polarizadas. La co-localizacién de BRSK1 y pSer431-

LKB1 en las neuritas inmaduras podria explicarse, por tanto, por la accién simultanea del BDNF
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activando la transcripcion de las BRSKs e induciendo la fosforilacion de LKB1, y en el que
también es posible que coopere un mecanismo de regulacion posterior de la expresion de las
BRSKs a nivel de traduccion. Asi, tal y como proponen Choi et al, el aumento de actividad de
mTORC1 (mammalian Target of Rapamycin 1) en las neuritas no diferenciadas provocaria la
activacion local de la sintesis proteica de las BRSKs en estas estructuras (Choi et al, 2008;
Wildonger et al, 2008). La activacion local de PKA en una neurita en concreto, resultaria en la
acumulacion de pSer431-LKB1, que activaria a las BRSKs mediante la fosforilacion de la Thr del
T-loop. Esta activacion final de BRSK1 en una neurita dada resultaria en su desarrollo a axon, en
parte a través de la regulacién de la estabilidad de la red de microtubulos mediada por la
fosforilacion de tau. Sin embargo, en nuestras manos, las BRSKs (sobre todo BRSK1) fosforilan
pobremente a tau in vitro, comparado con otras AMPK-related kinases como las isoformas de
MARK. Las MARKs fosforilan tau y otras proteinas asociadas a microtubulos, controlando de
esta manera la dinamica del citoesqueleto en las neuronas, por lo se han implicado en el
desarrollo de “tau-patias” como la enfermedad de Alzheimer (Matenia & Mandelkow, 2009; Timm
et al, 2006). Esta observacion, coherente con los resultados obtenidos por otros autores
recientemente (Yoshida & Goedert, 2011), sugiere la existencia de otros sustratos diferentes de
tau a través de los cuales las BRSKs mediarian finalmente en la especificidad axonal. La
identificacion de estos efectores sera determinante para elucidar los mecanismos moleculares

implicados en el papel que juegan las BRSKs en el establecimiento de la polaridad neuronal.

D.2 REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE BRSK1 POR EL ENTORNO LIPIDICO
PROPORCIONADO POR LIPID RAFTS.

Hoy en dia se desconocen otros mecanismos de regulacién de la actividad de las BRSKs,
adicionales a su activacion por LKB1. Las evidencias experimentales obtenidas en los ultimos
afos indican que LKB1 se encuentra constitutivamente activa en la célula, de manera que la
fosforilacion del T-loop y activacion de las BRSKs por LKB1 deberia ser también constitutiva.
Esto sugiere la existencia de otros mecanismos implicados en la modulacion de la actividad de
estas quinasas. En este sentido, se han propuesto varios mecanismos que implican desde
quinasas upstream (diferentes de LKB1) hasta interaccion con otras proteinas (Fujimoto et al,
2008; Guo Z. et al, 2006; Al-Hakim et al, 2008). Sin embargo, los datos obtenidos de estos
estudios, o bien son controvertidos y han sido rechazados posteriormente por otros autores
(como la fosforilacion de las BRSKs por las quinasas CaMKK o PKA), o bien proponen modelos
de regulacion en los que falta por determinar cémo afectan a la actividad y funcién de las BRSKs
(como su ubiquitinacion). Nuestros resultados derivados del estudio sobre la localizacion celular

de las BRSKs, describen la presencia de una poblacion de BRSK1 en microdominios de
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membrana lipid rafts de sinaptosomas de cerebro de rata, y muestran que su localizacion en este
peculiar entorno lipidico modula positivamente la actividad de BRSK1. Ello constituye, por tanto,
un nuevo mecanismo de regulacion de la actividad de BRSK1 basado en la localizaciéon de la

quinasa en un entorno hidrofobico.

Mediante el analisis inmunocitoquimico de neuronas corticales en cultivo y estudios de
fraccionamiento subcelular de sinaptosomas de rata, se muestra por primera vez que BRSK1,
pero no BRSK2 o la quinasa activadora LKB1, se asocia a microdominios de membrana lipid

rafts de sinaptosomas de cerebro. Esta conclusion se basa en cuatro evidencias experimentales:

1) el pre-tratamiento de neuronas corticales maduras con el detergente no iénico Triton X-100 no
extrae completamente a BRSK1 de las extensiones neuronales (a diferencia del marcador
sinaptofisina), lo que indica que un pool de BRSK1 se asocia fuertemente a los terminales

sinapticos de neuronas corticales de forma resistente a la solubilizacién con Triton X-100.

2) mediante fraccionamiento subcelular de sinaptosomas de cerebro de rata, se observa que
toda la BRSK1 de sinaptosomas se encuentra en la fraccion de membrana, y es resistente a la

solubilizacién con Triton X-100.

3) un pool de BRSK1 de la membrana de sinaptosomas de cerebro de rata (pero no BRSK2 o
LKB1), localiza en la fraccion lipid raft de sinaptosomas solubilizados con los detergentes Triton
X-100 a 4°C o Brij 98 a temperatura fisioldgica (37°C).

4) BRSK1 se asocia a lipid rafts de sinaptosomas de manera dependiente de colesterol, dado
que puede extraerse mediante el tratamiento con el oligosacarido metil-B-ciclodextrano (mBCD),
agente que delecciona el colesterol de estos dominios (llangumaran & Hoessli, 1998; Zidovetzki
& Levitan, 2007).

¢Como se ancla BRSK1 a los dominios de membrana lipid rafts? Existen tres posibles
mecanismos (Lucero & Robbins, 2004): a través de dominios transmembrana, mediante
modificaciones postraduccionales que otorguen a BRSK1 una “cola” hidrofobica, y mediante
interacciones proteina-proteina o directamente proteina-lipido. El analisis in silico de BRSK1
revela que no posee hélices hidrofébicas transmembrana ni dominios de unién a lipidos, lo que
descarta estos mecanismos de asociacion a lipid rafts. Ensayos de unién proteina-lipido (lipid-
protein overlay assays) llevados a cabo por Gerard Ruiz en el laboratorio, demuestran que
BRSK1 no une ninguno de los siguientes lipidos: fosfatidilinositoles [PI(3)P, PI(4)P, PI(5)P,
P1(3,4)P,, PI(3,5)P,, PI(4,)P, y PI(3,4,5)P;s], otros fosfolipidos (PtdSer, PtdEtn, PtdCho vy
LysoPtdCho), acido fosfatidico y liso-fosfatidico, esfingolipidos (esfingosina, esfingosina-1-fosfato
y esfingomielina), ganglidsidos (GM1 y GD3), ceramida o colesterol. Otra posibilidad es que

BRSK1 se asocie a lipid rafts mediante una modificacién postraduccional hidrofébica, es decir,
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por adicion de un grupo glucosil-fosfatidilinositol (“anclas” GPI), miristil (miristilacién) o palmitoil
(palmitoilacién). Mediante el uso de un nuevo método no radioactivo (ABE-assay), Gerard Ruiz
en nuestro laboratorio ha observado que BRSK1 de cerebro de rata, pero no BRSK2, se
encuentra palmitoilada in vivo. Esta modificacion post-traducional explicaria la presencia de

BRSK1, pero no de BRSK2, en microdominios lipid rafts.

Inoue et al demostraron que BRSK1 desempefa un papel importante en la funcién sinaptica
controlando pre-sinapticamente la liberacién de neurotransmisores. Estos autores muestran que
la sobre-expresion de BRSK1 salvaje en neuronas hipocampales (pero no de una forma
cataliticamente inactiva), incrementa la frecuencia de corriente excitatoria post-sinaptica
(mEPSC) (Inoue et al, 2006). Por otra parte, al igual que BRSK1, muchas de las proteinas que
regulan la exocitosis de vesiculas sinapticas se localizan en dominios lipid rafts (Gil et al, 2005;
Gil et al, 2006), a los que se asocian también mediante palmitoilacion. Es el caso de las
proteinas que forman el complejo SNARE (sintaxina-1, SNAP25, sinaptobrevina vy
sinaptotagmina), responsable de la fusion de vesiculas sinapticas con la membrana plasmatica
pre-sinaptica que conduce a la secrecion de neurotransmisores en los terminales neuronales
(Prescott et al, 2009). Ademas, se ha propuesto que la excitabilidad neuronal resulta en un
incremento rapido y generalizado de la palmitoilacion de las proteinas sinapticas, permitiendo los
cambios que dan forma a la morfologia y funcion de las sinapsis activas (Kang R. et al, 2008).
Asi, es posible que, como ocurre para otras proteinas sinapticas, la excitabilidad neuronal
resultaria en la palmitoilacion de BRSK1, y por lo tanto, en su reclutamiento a los lipid rafts de
terminales pre-sinapticos (figura D.9, pagina 160).

Nuestros resultados muestran que la asociacion de BRSK1 a lipid rafts de sinaptosomas
resulta en una forma de BRSK1 que presenta mayor actividad enzimatica. Mediante el uso del
anticuerpo fosfo-T-loop BRSK generado, mostramos que el poo/l de BRSK1 presente en
fracciones lipid rafts de sinaptosomas posee una mayor fosforilacion, y por tanto es mas activa,
que la BRSK1 de fracciones solubles. Debido a que LKB1 de sinaptosomas no localiza en lipid
rafts, el mayor grado de fosforilacién de BRSK1 en la Thr189 podria deberse a una proteccion de
BRSK1 frente a la des-fosforilacion. Asi, el T-loop de BRSK1 podria ser menos accesible a la
accion de fosfatasas en los lipid rafts, como se ha descrito para la tirosina quinasa Lyn, a la que
el entorno raft protege de la desfosforilacion de la tirosina del centro activo (Young et al, 2003).
Alternativamente, la fosfatasa encargada de des-fosforilar el T-loop de BRSK1 podria estar
ausente en lipid rafts. Hasta la fecha no se ha descrito esta fosfatasa, aunque Bright et al
sugieren que podria tratarse de la fosfatasa insensible al acido ocadaico PP2C (Bright et al,
2008). La ausencia de PP2C en lipid rafts explicaria el mayor grado de activaciéon de BRSK1 en

estos microdominios de membrana.
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La incubacion in vitro de BRSK1 pura con vesiculas multilamelares (SMVs) reconstituidas con
lipidos extraidos de los lipid rafts de sinaptosomas, resulta en un aumento de un 300% de la
actividad de BRSK1. Este efecto es especifico para BRSK1 (no se da para BRSK2 o MARK4), y
es independiente de la fosforilacion del T-loop por LKB1, dado que también se observa para el
mutante constitutivamente activo de BRSK1. Asi, la asociaciéon de BRSK1 a microdominios lipid
rafts de sinaptosomas representa un nuevo mecanismo de regulacion de la actividad quinasa,

adicional a la fosforilacion del T-loop por LKB1.

Otros aspectos de la regulacion de las BRSKs: modificacion de BRSK1 y BRSK2 por

ubiquitina y proteinas relacionadas (small ubiquitin-like modifier 2, SUMO2).

La regulacion de la expresion de las BRSKs por neurotrofinas, y de su actividad por
localizacion en lipid rafts, confirman la existencia de otros mecanismos de regulacién que
permitirian modular la funciéon de estas quinasas. Estos resultados estan en consonancia con los
de otros autores, que han propuesto modelos de regulacion que podrian aplicarse a las BRSKs,
0 a sus ortélogos de C.elegans y Drosophila, mediante interaccién con otras proteinas. Un
ejemplo es el modelo general propuesto por Al-Hakim et al de inhibicién de la actividad de las
AMPK-related kinases por ubiquitinacion de cadenas atipicas de poli-ubiquitina (Al-Hakim et al,
2008). Estos autores muestran que varias AMPK-related kinases (entre ellas BRSK1 y BRSK2)
estan poli-ubiquitinadas in vivo, y proponen que esta modificacién postraduccional no regula la
estabilidad de las quinasas sino que afecta a su activacion por LKB1, de acuerdo con estudios
anteriores (Jaleel et al, 2006; Murphy et al 2007). Asi, las cadenas de ubiquitina se unirian al
UBA-domain de las AMPK-related kinases provocando la desestabilizacion del dominio quinasa y
la inhibicion de la fosforilacion del T-loop por LKB1, y por tanto inactivando a las BRSKs. En
sentido contrario, las proteasas de ubiquitina catalizarian la des-ubiquitinacion de las BRSKs,
permitiendo la fosforilacion del T-loop, induciendo su activacidon. Los autores demuestran que la
proteasa especifica de ubiquitina USP9X es la responsable de la des-ubiquitinacion de las
quinasas NUAK1 y MARK4, con las que interacciona a través de un residuo de triptéfano situado
en el limite C-terminal del dominio quinasa. Este residuo es el Unico conservado en esa regiéon en
todas las AMPK-related kinases, por lo que es posible que en el caso de las BRSKs (Trp300 en
BRSK1 y Trp269 en BRSK2) esté implicado en la interaccién con proteasas especificas de
ubiquitina que ejerzan su funcién en el cerebro (como USP14, que desempefia un papel critico
en la regulacion de la actividad sinaptica en mamiferos) (Wilson et al, 2002; Crimmins et al, 2006;
Chen et al, 2011). La relevancia de la homeostasis de la ubiquitina en cerebro esta ampliamente
documentada, y su desequilibrio se ha involucrado en varias enfermedades neurodegenerativas,
tales como Parkinson (Leroy et al 1998; Coi et al, 2004; Moore D.J., 2006), Alzheimer (de Vrij et
al, 2004: Scheper & Hol, 2005) o la enfermedad de Huntington (van Tijn et al, 2008; Valera et al,
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2005). Los resultados obtenidos en el laboratorio (datos no mostrados), corroboran Ila

ubiquitinacion in vivo de las BRSKs mediante un mecanismo independiente al proteosoma

(insensible al tratamiento con el inhibidor proteosomal MG-132).

Ademas de ser modificadas por ubiquitina, hemos observado por primera vez que BRSK1 y
BRSK2 también se modifican por SUMO2 (small ubiquitin-like modifier 2). La figura D.1A
muestra que BRSK1 y BRSK2, pero no MARK4, se modifican in vivo por SUMOZ2, generando

formas de mayor peso molecular detectables mediante inmunoblot. Como se ha descrito para

otras proteinas, se requiere la presencia del inhibidor NEM de las peptidasas de SUMO (N-

ethylmaleimide) para observar la sumoilacion de las BRSKs (figura D.1B). Por ultimo, las

Caja D.1 Las proteinas SUMO (small ubiquitin-like
modifier). En vertebrados se han descrito 4 formas
de SUMO (SUMO1-4); SUMO1 fue la primera
descrita, al observarse que se unia a RanGAP1
modulando su asociacion al complejo del poro
nuclear (Matunis et al, 1996; Mahajan et al, 1997).
Las formas SUMO2 y SUMO3 estan estrechamente
relacionadas entre si (solo difieren en ftres
aminoacidos en el extremo N-terminal), por lo que
constituyen una subfamilia dentro de las Ubls
(SUMO2/3). A diferencia de SUMO1 (que en la célula
estd enteramente conjugado a proteinas sustrato),
existe un pool libre de SUMO2/3 en el citosol que es
movilizado cuando las células se someten a diversos
tipos de estrés, lo que indica una mayor dinamica y
versatilidad en la sumoilacion de proteinas por
SUMO2/3 (Saitoh & Hinchey, 2000). SUMO4 es la
forma mas desconocida, y mutaciones en ella se han
asociado recientemente con la diabetes tipo 1 (a
travées de la alteracion de la regulacion génica
mediada por NFkB) (Guo D. et al, 2004; Hwang et al,
2011).

De forma analoga a la ubiquitinacion, la
sumoilacién de proteinas sustrato ocurre a través de
una cascada enzimatica en la que estan involucrados
enzimas activadores (E1), conjugadores (E2) vy
ligasas (E3) (Hay R.T., 2005). En la primera reaccion,
el enzima activador de SUMO E1 (SAE1/SAE2),
cataliza la adenilaciéon de su grupo carboxilo en C-
terminal, lo que supone la formacion de un
intermediario covalente entre SUMO y su actiavador
SAE1/2. En la segunda reaccién, SUMO se transfiere
desde SAE1/SAE2 al enzima conjugador E2 Ubc9.
Un trazo distintivo entre Ubc9 y los enzimas E2 de
ubiquitina, es su habilidad de reconocer directamente
proteinas sustrato. Asi, Ubc9-SUMO cataliza la
formacion de un enlace peptidico entre el grupo
carboxilo de la Gly en C-terminal de SUMO vy el grupo
amino de una Lys en la proteina sustrato. Las SUMO
E3 ligasas (PIAS) son necesarias para acelerar esta
reaccion, y actian de moléculas adaptadoras
acercando el sustrato al complejo Ubc9-SUMO.
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isopeptidasas
SENP1 y SENP2 catalizan
sumoilacion de las BRSKs (figura D1.C).

especificas de

Las proteinas SUMO son proteinas
pequefias (10-15 kDa) de la familia de
proteinas relacionadas con ubiquitina
(ubiquitin-like proteins, Ubls). A pesar de
no compartir con ubiquitina una elevada
secuencia, se

similitud  de pliegan

formando la misma estructura
tridimensional (B-grasp fold o ubiquitin-
fold).

presencia de un aminoacido de Gly en su

Todas las Ubls comparten Ia
extremo C-terminal, a través del cual se
unen covalentemente a la cadena lateral
de una Lys de las proteinas sustrato. Esta
modificacion reversible por Ubls regula las
proteinas sustrato de diferentes maneras,
afectando su estabilidad, localizacion,

interaccion con otras proteinas y/o
actividad (Kerscher et al, 2006; Hay R.T.,
2005) D.1).

residuos de Lys susceptibles a ser

(caja Tipicamente, los
sumoilados se encuentran en un motivo
consenso WKxD/E (donde g es un residuo
hidrofébico grande, K la Lys modificada, x

cualquier aminoacido y DJ/E residuos
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Figura D.1 Modificacion de BRSK1 y BRSK2 por small ubiquitin-like modifier 2 (SUMO2). (A)
BRSK1 y BRSK2, pero no MARK4, se sumoilan in vivo por SUMO2. Andlisis de sumoilacién de
BRSK1, BRSK2 o MARK4 mediante pull down de Ni**-Agarose de lisados de células HEK-293 que
sobre-expresan His-SUMO?2, la enzima ligasa E2 de SUMO (Ubc9), y las quinasas indicadas. Las
células fueron lisadas en condiciones desnaturalizantes y en presencia del inhibidor especifico de la
peptidasa de SUMO N-ethylmaleimide (NEM). Los paneles superiores muestran el pull down de
SUMO2 en el que se detecta la sumoilacion de BRSK1 y BRSK2 (anti-GST). Los paneles inferiores
muestran los niveles de expresion de BRSK1, BRSK2 y MARK4 (anti-GST) y de SUMO2 (anti-
SUMO2). (B) El uso de NEM preserva la sumoilaciéon de las BRSKs. Analisis de sumoilacion de
BRSK1 en presencia o ausencia de NEM mediante inmunoprecipitacion de BRSK1 de células HEK-
293 que sobre-expresan myc-SUMO2, Ubc9 y HA-BRSK1. Los paneles superiores muestran la
inmunoprecipitacion de BRSK1 utilizando el anticuerpo anti-HA en el que se detecta la sumoilacién de
BRSK1 por SUMO2 solo en presencia de NEM (anti-myc). Los paneles inferiores muestran los niveles
de sobre-expresion de BRSK1 (anti-HA) y SUMO2 (anti-myc). Resultados idénticos se obtuvieron para
BRSK2. (C) Las peptidasas especificas de SUMO SENP1 y SENP2 catalizan la des-sumoilacion de
las BRSKs. Analisis de sumoilacién de BRSK2 mediante pull down de Ni**-Agarose de lisados de
células HEK-293 que sobre-expresan His-SUMO2, Ubc9, BRSK2 y SENP1 o SENP2 salvajes (WT) o
inactivas (In). Los paneles superiores muestran el pull down de SUMO2 en el que se detecta la des-
sumoilacién de BRSK2 en presencia de SENP1/2 salvajes (anti-BRSK2). Los paneles inferiores
muestran los niveles de sobre-expresion de BRSK2, SUMO2, SENP1 y SENP2. Resultados idénticos
se obtuvieron para BRSK1. (D) El estado de activacion de las BRSKs no afecta su sumoilacion.
Andlisis de sumoilacion de BRSK2 salvaje (WT), mutante inactivo (BRSK2-T174A) o mutante
constitutivamente activo (BRSK2-T174E). El andlisis se realizé mediante pull down de Ni**-Agarose
igual que en (A). Los paneles superiores muestran el pull down de SUMO2 en el que se detecta la
sumoilacién de BRSK2, y los inferiores muestran los niveles de sobre-expresion de BRSK2 y SUMO2.
Resultados idénticos se obtuvieron para BRSK1. (E) Ninguna de las Lys de BRSK1 y BRSK2
propuestas estan modificadas por SUMO2. Analisis de sumoilacion de las BRSKs salvajes (WT) o los
mutantes Lys/Arg (K/R) de las Lys que rindieron un mayor score en el algoritmo SUMOplot™
(http://www.abgent.com/tools/). El analisis se realizo mediante pull down de Ni**-Agarose igual que en
(A). Los paneles superiores muestran el pull down de SUMO2 en el que se detecta la sumoilacion de
las formas de BRSK1 (izquierda) y BRSK2 (derecha). Los paneles inferiores muestran los niveles de
sobre-expresién de las BRSKs y SUMO2. Los resultados obtenidos de todos los apartados son
representativos de al menos cuatro experimentos independientes.

acidos) (Rodriguez et al, 2001; Sampson et al, 2001). SUMO2/3 poseen a su vez estos motivos,
por lo que pueden formar cadenas de dos 0 mas moléculas de SUMO sobre la proteina sustrato.
En el caso de las BRSKs, la modificacion por SUMO2 induce la aparicion de dos bandas de
mayor peso molecular (de unos 10 y 20 kDa de mas cada una), lo que sugiere la adiciéon de una
o dos moléculas de SUMO2 (figura D.1A). Existen dos posibilidades, o bien que las BRSKs se
sumoilen por una sola molécula de SUMO pero en dos Lys diferentes, o bien que se sumoilen en
la misma Lys por una cadena de dos moléculas de SUMO. Con la finalidad de identificar la/s Lys
modificada/s se generaron formas mutadas de las BRSKSs en las que las Lys que presentaban el
motivo consenso WKxD/E fueron mutadas a Arg. Los resultados obtenidos (figura D.1E)
muestran que las principales Lys susceptibles a ser modificadas no estan implicadas en la
sumoilacion de las BRSKs, o al menos de forma simple. Es posible, por tanto, que en la
sumoilacion de las BRSKs estén implicadas varias Lys, como se ha descrito para otras proteinas
neuronales como axin, ataxin-1 o el canal de potasio Kv1.5 (Rui et al, 2002; Riley et al, 2005;

Benson et al, 2007). Por otro lado, cada vez son mas los trabajos que describen la sumoilacion
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de proteinas sustrato en Lys fuera del motivo consenso candénico (como es el caso de GSK3,
axin o TGF-BI en neuronas) (Lee E.J. et al, 2008; Rui et al, 2002; Kang J.S. et al, 2008), por lo
que también existe la posibilidad que el/los residuo/s modificado/s en las BRSKs no sean

ninguna de las Lys estudiadas.

Como la ubiquitina, SUMO se sintetiza en forma de precursor largo que debe ser procesado
para exponer la Gly en C-terminal que se unird a las proteinas sustrato. Esta reaccion la
catalizan las peptidasas especificas de SUMO SENPs, que también se encargan finalmente de
hacer reversible la reaccion catalizando la des-sumoilacién de las proteinas modificadas. En
mamiferos se han descrito 6 SENPs (designadas SENP1-3 y SENP5-7), que exhiben diferente
especificidad para las formas de SUMO vy presentan diferente patréon de localizacién celular
(Mukhopadhyay & Dasso, 2007; Yeh E.T.H., 2009). Los experimentos de des-sumoilacion de las
BRSKs utilizando SENP1 y SENP2 salvajes o inactivas (figura D.1C), muestran que ambas
proteasas des-sumoilan las BRSKs. A diferencia de otras peptidasas de SUMO, SENP1/2 no
presentan especificidad limitante para ninguna forma de SUMO, y son capaces de catalizar la

des-sumoilacion de tanto SUMO1 como de SUMO2/3 de forma eficaz.

¢Como afecta la sumoilacion a las BRSKs? A diferencia de la ubiquitinaciéon, que
clasicamente marca a las proteinas para su degradacion por el proteosoma, la sumoilacion
regula principalmente la actividad y funcién de las proteinas sustrato a través de cambios en la
localizacion intracelular, interacciones proteina-proteina o afectando a otras modificaciones post-
traduccionales como la fosforilacion o la propia ubiquitinacion (Hay R.T., 2005; Zhao J., 2007;
Geoffroy & Hay, 2009). Aunque inicialmente Caja D.2 SUMO, ubiquitina y neurodegeneracion.
Dada la relevancia de la sumoilaciéon en la

sefalizacion, excitabilidad y desarrollo neuronal, no
es sorprendente que la desregulacion de esta

se relacion6é la sumoilacion con proteinas

implicadas exclusivamente en la regulacion

L . modificacion  post-traduccional se haya visto
de la expresion genica (afectando implicada en varios desérdenes neurodegenerativos,
mecanismos como la transcripcién, | como la enfermedad de Huntington, Alzheimer,

Parkinson o ataxias espinocerebelares (SCAs) (Sarge
& Park-Sarge, 2011; Wilkinson et al, 2010; Anderson
et al, 2009; Dorval & Fraser, 2007). La proteina
patogénica Huntingtin (Htt) por ejemplo, puede
modificarse por SUMO y ubiquitina en las mismas Lys
provocando efectos contrarios (Steffan et al, 2004);
mientras la sumoilacion promueve la enfermedad (Hit
se convierte en una proteina mas soluble, abundante
versatilidad de la sumoilacion en la fisiologia |y téxica), la ubiquitinacién disminuye la
patogenicidad, sugiriendo una interaccion entre
ambas modificaciones en la regulacion de la
estabilidad y agregacion de Hit. También se han
identificado varias proteinas sustrato de SUMO
relacionadas con la enfermedad de Alzheimer, como
APP (cuya sumoilacién regula negativamente los

mantenimiento de la estabilidad genomica y
transporte citolasma-nucleo), a dia de se han
descrito otras funciones que, en conjunto,
ponen de manifiesto la importancia y
de la célula eucariota. Asi, en neuronas, la
modificacion por SUMO de varias proteinas
extranucleares es mecanismo

un muy

relevante en la regulacion de la funcion
sinaptica (Wilkinson et al, 2010) (figura D.2 y
caja D.2). Por ejemplo, recientemente se ha

niveles de AB) o tau (cuya estabilidad esta regulada
de forma coordinada entre su sumoilacion y
ubiquitinacién) (Zhang & Sarge, 2008; Dorval &
Fraser, 2006).
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propuesto que las proteinas de la membrana pre-sinaptica CB1 (receptor de cannabinoides 1) y
mMGIuR (receptor metabotropico de glutamato) son diana de sumoilacién. Al contrario que
muchos de los sustratos de SUMO identificados, CB1 se encuentra sumoilado de forma basal en
la membrana pre-sinaptica, y su activacion por agonistas de cannabinoides provoca su rapida
des-sumoilacion (Gowran et al, 2009). Por su parte, los receptores mGIuR son sumoilados por
SUMO1 (Tang Z. et al, 2005; Wilkinson et al, 2008), y aunque falta por caracterizar su funcion, es
posible que la sumoilacién de estos receptores medie en la liberacion pre-sinaptica de

neurotransmisores.

Presynaptic regulation
e.g. CB1, Group Ill mGluRs

Synapse formation
e.g. MEF2A, CASK P

-

Regulation of
channel activity
e.g. K2P1, Kv1.5

Mitochondrial
function
e.g. Drp1

|Postsynaptic regulation
.g. GluR6
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Axonal mRNA transport
e.g.La
Transcriptional regulation _ N
of multiple substrates ) Transcription factor

Mitochondria

\
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Y '. Kainate receptor
A IRA

Figura D.2 Sumoilacién y funcion neuronal. Varios aspectos de la funcion y morfologia neuronal se
han descrito que estan regulados por sumoilacién, entre ellos la formacién sinaptica y la regulacion de
la actividad pre-sinaptica (ver texto para detalles). MEF2A; myocyte enhancer factor 2A; CASK,
calcium/calmodulin-dependent serine kinase; CB1, cannabinoid receptor 1; mGIuR, metabotropic
glutamate receptor; Drp1, dynamin-related protein 1. Figura extraida de Wilkinson et al, 2010.

]

Feligioni et al muestran con un elegante estudio que la introduccion de SUMO en
sinaptosomas de cerebro de rata provoca una disminucion en la liberacion de glutamato,
mientras que la inclusién de SENP1 potencia la liberacién de neurotransmisores (Feligiono et al,
2009). Esto sugiere que la sumoilacién juega un papel negativo en la liberacion de
neurotransmisores. Sin embargo, los mismos autores muestran que este efecto puede ser
dependiente del estimulo, ya que la inclusién de SUMO potencia la liberacién de glutamato
estimulada por kainato, mientras que SENP1 la disminuye. Asi, la sumoilacion puede actuar
estimulando e inhibiendo la liberacion de glutamato dependiendo del estimulo, a través de la

sumoilacion o des-sumoilacién de diferentes proteinas contenidas en los sinaptosomas. Dada la
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localizacion de BRSK1 en estas estructuras, y su papel en la liberacion de neurotransmisores
(Inoue et al, 2006), es posible que la sumoilacion de BRSK1 contribuya a regular pre-
sindpticamente la liberacion de neurotransmisores, de manera similar a como se ha descrito para
la quinasa GSK3pB (que es modificada por SUMO1 en una unica Lys atipica afectando a su
localizacion, estabilidad y actividad frente la fosforilacién de tau; Lee E.J. et al, 2008). La
identificacion de la/s Lys de BRSK1 modificada/s por SUMO, y la obtencion de mutantes
deficientes en sumoilacion seran decisivos para elucidar su funciéon. Por otra parte, la
ubiquitinacion no degradativa de BRSK1 podria afectar a su sumoilacion, o viceversa, y por tanto
(segun el modelo propuesto por Al-Hakim et al, 2008) es posible que ambas modificaciones
cooperen para regular la estabilidad del dominio quinasa, la fosforilacion del T-loop por LKB1 v,

en consecuencia, la activacion de BRSK1.

D.3 FOSFORILACION DE LA PROTEINA t-SNARE SINTAXINA-1A POR BRSK1.

Una fracciéon de BRSK1 localiza en los terminales pre-sinapticos de neuronas maduras
(fuertemente asociada a vesiculas sinapticas y a la citomatriz de la zona activa), donde su
actividad quinasa juega un papel relevante en la regulacion de la liberacion de neurotransmisores
(Inoue et al, 2006). Inoue et al, proponen que este proceso podria estar en parte mediado por la
proteina RIM1 (que reside en la zona activa y esta involucrada en el primming de vesiculas), ya
que es fosforilada in vitro por BRSK1. Sin embargo, esta foforilacion es pobre y no se ha
observado in vivo, por lo que los autores especulan con la existencia de otros sustratos en la
zona activa que pudieran contribuir a la funcién sinaptica de BRSK1. Dada la presencia de
BRSK1 en lipid rafts de sinaptosomas de rata (donde ademas es mas activa), y la co-localizacién
en estas estructuras con las proteinas SNARE (implicadas en la fusion de vesiculas con la
membrana pre-sinaptica), nos planteamos si alguno de estos componentes de la maquinaria de
fusion de membranas era sustrato de BRSK1. Los resultados obtenidos muestran que, de las
principales proteinas SNARE estudiadas (SNAP-25, sintaxina1-A, sinaptobrevina y Munc18),
BRSK1 fosforila in vitro e in vivo a la proteina t-SNARE sintaxina-1A en el residuo Serina-188,
con una estequiometria de un mol de fosfato incorporado por mol de sintaxina. Ello supone la
identificacion de un nuevo sustrato de BRSK1, a través del cual regularia la fusion de vesiculas
con la membrana pre-sinaptica y, por tanto la liberacién de neurotransmisores. Estudios
analogos de fosforilacion de las proteinas SNARE por BRSK2 (resultados no mostrados), indican
que BRSK2 también es capaz de fosforilar in vitro a sintaxina-1A, aunque es poco probable que
lo haga in vivo ya que, a diferencia de BRSK1, BRSK2 no se encuentra presente en los

microdominios raft de sinaptosomas.
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Las evidencias experimentales que muestran la Ser-188 como principal residuo fosforilado por
BRSK1 son (1) el mutante de deleccidn de sintaxina que carece de los ultimos 85 aminoacidos
en C-terminal (sintaxina[1-168]) es pobremente fosforilado por BRSK1 (~25% de fosforilacion de
la forma salvaje). (2) El analisis de espectometria de masas de la sintaxina fosforilada por
BRSK1 identifica la Ser188 como principal residuo fosforilado. (3) La fosforilacion del mutante de
sintaxina Ser188-Ala (S188A) por BRSK1 se reduce en gran medida (~70%), comparado con la
forma salvaje. (4) El anticuerpo fosfo-especifico generado anti-pSer188-sintaxina, reconoce la
sintaxina salvaje fosforilada in vitro por BRSK1, pero no el mutante S188A. (5) El anticuerpo
pSer188-sintaxina reconoce in vivo la sintaxina sobre-expresada en células HEK-293
exclusivamente cuando co-expresan una forma activa de BRSK1 (salvaje o constitutivamente

activa BRSK1-T189E), pero no la quinasa inactiva.

El complejo SNARE.

La sintaxina forma parte de la superfamilia de proteinas SNARE (soluble NSF-attachment
protein receptor), que constituyen la maquinaria molecular conservada y universal encargada de
ejecutar la fusion de membranas intracelulares (a excepcion de la mitocondria) en organismos
eucariotas. Asi, todos los pasos de las vias de secrecion y endocitosis que se han estudiado en
levaduras y eucariotas superiores requieren las proteinas SNARE (Jahn & Sudhof, 1999; Lin &
Scheller, 2000; Pelham H.R., 1999). Estas constituyen una extensa familia de proteinas (36
miembros en humanos) que se caracterizan por poseer una secuencia de unos 60 residuos,
conocida como motivo SNARE, con elevada predisposicion a estructurarse en coiled coil. En
muchos casos, el motivo SNARE precede una region transmembrana en C-terminal a través de
la cual las proteinas SNARE se anclan a la membrana. Existen algunas excepciones, como
SNAP25, que contiene dos motivos SNARE diferentes unidos por un loop flexible que es
palmitoilado (a través del cual se asocia a la membrana). Es interesante que el dominio
transmembrana de muchas SNARE puede también sufrir palmitoilacién, lo que las reclutaria en

clusters de membrana ricos en colesterol (Prescott et al, 2009).

Las primeras proteinas SNARE identificadas fueron las proteinas sinapticas sintaxina 1,
SNAP25 (25 kDa synaptosomal-associated protein) y sinaptobrevina/VAMP (vesicle-associated
membrane protein), encargadas de la fusion de vesiculas sinapticas con la membrana pre-
sinaptica en neuronas (Bennett et al, 1992; Oyler et al, 1989; Trimble et al, 1988). Segun el
modelo propuesto por Sollner et al (SNARE hipotesis), las tres proteinas SNARE presentes en
dos membranas opuestas (sintaxina y SANP en la membrana plasmatica, y sinaptobrevina en la
membrana vesicular) interaccionan formando un complejo proteico (complejo SNARE) que
conduce a la fusién de membranas (Séllner et al, 1993). Asi, segun su localizacién, las proteinas
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SNARE fueron clasificadas como t-SNARE (farget membrane) o v-SNARE (vesicular membrana).
Sin embargo, esta clasificacién es ambigua para algunos eventos de fusién (como Sec22 que
funciona en ambas direcciones en el trafico entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de
Golgi), por lo que se han reclasificado en R-SNARE (arginina) o Q-SNARE (glutamina), segun la

identidad de un residuo muy conservado del dominio SNARE (Fasshauer et al, 1998).

Analisis de cristalografia muestran que el complejo SNARE sinaptico esta formado por cuatro
motivos SNARE (2 de SNAP25 y uno de sintaxina y sinaptobrevina) que estan desestructurados
cuando se encuentran aislados, pero que forman un haz paralelo de 4 hélices alfa muy estable
cuando se juntan (Poirier et al, 1998a; Sutton et al, 1998) (figura D.3A). Este complejo SNARE

(trans-SNARE) es resistente a la desnaturalizacion térmica (es estable a 90 °C), con SDS y a la

A

Synaptic Hape domain

vesicle

Plasma membrane

Figura D.3 Complejo SNARE en la exocitosis de vesiculas sinapticas. (A) Modelo del complejo
SNARE neuronal formado por un haz compacto de 4 hélices alfa paralelas (dos aportadas por
SNAP25, azul y verde, y una de sintaxina-1 y sinaptobrevina cada una, amarilla y roja,
respectivamente). Los cilindros representan las regiones transmembrana de sinaptobrevina y
sintaxina, insertadas en la membrana de la vesicula sinaptica y en la membrana plasmatica pre-
sinaptica, respectivamente (ver texto para detalles). (B) Ciclo de ensamblaje/desensamblaje del
complejo SNARE en la exocitosis de vesiculas sinapticas. La formacién del complejo SNARE provoca
el acercamiento de la vesicula sinaptica a la membrana, que conduce a la fusién de membranas y
liberacion de neurotransmisores. Después de la fusion, las proteinas NSF y SNAP desensamblan el
complejo que permanece en la misma membrana para ser reciclado para otra ronda de fusion.
Amarillo, sintaxina; azul y verde, SNAP25; rojo, sinaptobrevina. Figuras extraidas de Rizo & Sidhof,
2002.
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digestion con proteasas, evidencias bioquimicas que denotan su extrema estabilidad (Poirier et
al, 1998b; Hayashi et al, 1994; Yang et al, 1999). Debido a que los motivos SNARE de
sinaptobrevina y sintaxina son adyacentes a la regidon transmembrana (anclada a la vesicula
sinaptica y a la membrana plasmatica, respectivamente), la formacion del complejo SNARE
fuerza a un acercamiento muy estrecho de las dos membranas que provoca su fusién. Dada la
estabilidad del complejo, se requiere la hidrolisis de ATP para desasociar el complejo en
componentes monomeéricos y retornar a las proteinas SNARE a su estado desestructurado
inicial. Este desensamblaje lo llevan a cabo la ATP-fosfatasa NSF y su proteina adaptadora
SNAP, que con el coste energético de tres a seis moléculas de ATP reciclan las proteinas
SNARE para otra ronda de fusion (Stidhof & Rothman, 2009; Jahn & Scheller, 2006; Rizo &

Siidhof, 2002; Chen & Scheller, 2001) (figura D.3B) (caja D.3).
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Caja D.3 Regulacion de las proteinas SNARE. Ademas de las proteinas SNARE, que
constituyen los generadores de la fuerza que se requiere para la fusion, existe otro componente
esencial en la fusion de membranas: el conjunto de proteinas hidrofilicas SM (Sec1/Munc18-ike
proteins), que se unen a las proteinas SNARE en varias etapas del ciclo de fusion regulando su
funcion. Por ejemplo, en la fusién de vesiculas sinapticas con la membrana pre-sinaptica en
neuronas, la proteina SM Munc18 juega un papel determinante en la organizacion del complejo
trans-SNARE a través de su unién a la sintaxina (Sudhof & Rothman, 2009; Rizo & Sudhof,
2002). Ademas, las diferentes reacciones intracelulares de fusidn, estan sujetas a procesos
regulatorios que adaptan esta maquinaria universal de fusién (formada por las proteinas SNARE
y SM) a la fisiologia de la célula. Estos reguladores son especialmente importantes en los
procesos de fusion que requieren una elevada sincronizacion en espacio y tiempo, como la fusion
de vesiculas sinapticas en los terminales pre-sinapticos que conduce a la liberacion de
neurotransmisores. En neuronas, las vesiculas sinapticas se reclutan en la zona activa de la
membrana pre-sinaptica, sin fusionarse, aguardando a un potencial de accion. En este estado, el
complejo SNARE esta estabilizado en una forma activa mediante la unién de elevada afinidad de
la proteina complexina directamente al nicleo del complejo. Cuando ocurre el influjo de Ca?*, la
proteina sensor de Ca’" sinaptotagmina (asociada a la membrana de la vesicula sinaptica) se
uniria al complejo SNARE desplazando a complexina, permitiendo la rapida y sincronizada fusion
de vesiculas, y la consecuente liberacion de neurotransmisores (Tang J. et al, 2006; Jena B.P.,
2008; Rizo & Rosenmund, 2008; Siidhof & Rothman, 2009; Brunger et al, 2009).

Sin embargo, recientemente se han aportado evidencias que indican que la regulacién de las
proteinas SNARE no estaria solamente sujeta a interacciones con otras proteinas. Asi, se ha
sugerido que modificaciones postraduccionales como la fosforilacion de las proteinas SNARE
directamente, o de las proteinas asociadas a ellas indirectamente, podrian tener un papel
relevante en la regulacion de la fusion de membranas. En neuronas por ejemplo, se ha descrito
que la fosforilacion de proteinas implicadas en la fusion de vesiculas sinapticas en la zona activa,
podria promover la formacién, estabilidad o desensamblaje del complejo SNARE, regulando por
tanto la liberacion de neurotransmisores (Snyder et al, 2006). Ademas, recientemente se ha
sugerido que la fosforilacion de estas proteinas sera un mecanismo de regulacién a tener en
cuenta para explicar la plasticidad sinaptica, en que las alteraciones dinamicas de la estructura y
funcién de las sinapsis son fundamentales para los procesos adaptativos del cerebro como el
aprendizaje y la memoria (Saneyoshi et al, 2010; Mayford M., 2007).
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Sintaxina-1A.

La sintaxina-1A y sus formas relacionadas forman una familia extensa de proteinas t/Q-
SNARE que se expresan de manera diferencial durante el desarrollo y en diferentes tejidos en el
organismo adulto. Cada forma posee también una localizacién especifica en la célula, por lo que
se involucran en diferentes procesos intracelulares de fusion de membranas. En humanos, la
familia de sintaxinas se constituye de 15 miembros, de los cuales sintaxina-1A y su isoforma
generada por splicing alternativo sintaxina-1B, son las Unicas que se expresan especificamente
en neuronas y se localizan en la membrana plasmatica pre-sinaptica formando el complejo
SNARE que conduce a la liberacion de neurotransmisores (Teng et al, 2001) (tabla D.1). El
analisis comparativo de las 15 formas de sintaxina, muestra que el residuo Ser188 de sintaxina-
1A fosforilado por BRSK1 esta conservado en 4 formas mas (sintaxina-1B, 2, 3 y 4), y presenta
una leucina en posicion +4, como se ha visto para otros sustratos de las AMPK-related kinases
(figura D.4). Es posible, por tanto, que BRSK1 fosforile a estas formas en el residuo conservado,
lo que la implicaria no solo en la fusion de vesiculas sinapticas en la zona activa (sintaxina-1A 'y
1B) sino también en otros eventos de fusiéon en la membrana plasmatica (sintaxina-2, 3 y 4). El
hecho de que la secuencia no se encuentre conservada en el resto de sintaxinas descartaria que
BRSK1 jugara un papel en procesos de fusion de membranas intracelulares (como el endosoma,
reticulo endoplasmatico o aparato de Golgi). De las formas de sintaxina que son putativos
sustratos de BRSK1, la Ser188 de sintaxina-1A es idéntica en sintaxina-3, y en cambio esta
conservada (Thr) en las sintaxinas 1B, 2 y 4. A pesar de tratarse de Ser/Thr quinasas, todos los
sustratos de las BRSKs descritos in vitro e in vivo (tau, Wee, Cdc25 y y-tubulina) son fosforilados
en residuos de serina, lo que parece indicar una preferencia de las BRSKs hacia la fosforilacion

de estos residuos.

Sintaxina-1A 170 (et T T DSE] T SKOALNSE T EANR HEE
Sintaxina-1B 169 Ik TINI DSOMTKOALINE T EfNR HNGE
Sintaxina-2 169 IR T INIDSOTI TROALINE T ERIR Histeke

Sintaxina-3 170 [Ctel T IO TSKOALSIE TE[€R Histeld
Sintaxina-4 178 Nl T RINDTOMTROALINE TRIAR Hi ke

Figura D.4 Alineamiento de las secuencias de sintaxina que contienen el residuo conservado
fosforilado en sintaxina-1A por BRSK1. Alineamiento multiple de las secuencias de sintaxina-1A,
1B, 2, 3 y 4 que contienen el residuo conservado de sintaxina-1A (Ser188) fosforilado por BRSK1
(sefialado con asterisco). La sombra negra indica residuos idénticos, y la gris conservados.
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Sinatxinas Localizacién subcelular Distribucién tisular | Funcién

Sintaxina 1A Membrana plasmatica Neuronal y células Exocitosis neuronal; secrecion

(AyC) pre-sinaptica secretoras regulada

Sintaxina 1B Membrana plasmatica Neuronal y células Exocitosis neuronal; secrecion

pre-sinaptica secretoras regulada

Sintaxina 2 Membrana plasmatica Ubicua Exocitosis; morforegulador

(A,B,CyD) durante el desarrollo

Sintaxina 3 Membrana plasmatica Ubicua Exocitosis

(A,B,CyD)

Sintaxina 4 Membrana plasmatica Ubicua Translocacién de GLUT4

Sintaxina 5, 6, 7, RE, endosoma, TGN o Golgi | Ubicua Transporte entre membranas

8,10, 11, 12/13, intracelulares, fusion de granulos

16,17y 18 secretores, fusion de membranas
intracelulares, reciclage de
proteinas de superficie

Tabla D.1 Localizacién subcelular, distribucion tisular y funcion de las sintaxinas de
mamiferos. RE, reticulo endoplasmatico; TGN, trans-Golgi network; GLUT4, transportador de glucosa
tipo 4.

Como el resto de sintaxinas (excepto sintaxina-11), sintaxina-1A se estructura en ftres
dominios bien definidos: (1) un dominio transmembrana en C-terminal con orientacion tipo Il (el
extremo N-terminal y la mayor parte de la proteina encarado al citoplasma), (2) un dominio
SNARE adyacente al dominio transmembrana (dominio H3), y (3) un dominio regulatorio en N-
terminal estructurado en un haz de 3 hélices alfa (dominio Habc) conectado al dominio SNARE
por un corto linker. Segun la orientacion del dominio Habc, sintaxina-1A puede adoptar dos
conformaciones estables: una conformacion cerrada en que el dominio Habc se pliega sobre el
dominio SNARE impidiendo la formacion del complejo SNARE, y una conformacién abierta en
que el dominio SNARE accesible (no impedido por el dominio Habc) puede interaccionar con
SNAP25 y sinaptobrevina formando el complejo trans-SNARE que conducira a la fusion de
vesiculas sinapticas con la membrana pre-sinaptica (Dulubova et al, 1999; Misura et al, 2000). La
interaccion de sintaxina-1A con Munc18 es determinante para establecer la conformacién que
adopta sintaxina. Asi, Munc18 une a sintaxina en su conformacién cerrada, abrazando las 4
hélices internas de sintaxina exclusivamente, las 3 del dominio Habc y la del dominio SNARE
(figura D.5A). Ello compite con la formacién del complejo SNARE, lo que sugiere que la
interaccion de Munc18 con sintaxina estabilizando su conformacion cerrada es una regulacion

inhibitoria del complejo (Dulubova et al, 1999; Yang et al, 2000). Sin embargo, recientemente se
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ha observado que Munc18 puede interaccionar con sintaxina también en su conformacion
abierta, lo que sugiere una regulacion positiva del complejo SNARE. Este modelo reciente
(figura D.5B) se basa en la observacion de que Munc18 puede interaccionar con sintaxina
cuando esta formando un complejo intermediario con SNAP25 (complejo binario
sintaxina/SNAP25), o también directamente cuando forma el complejo SNARE (complejo ternario
sintaxina/SNAP25/sinptobrevina). Se desconocen los mecanismos que inducen a Munc18 a
interaccionar de una u otra manera con sintaxina, aunque si parece que, al contrario de lo que se
creia clasicamente, la funcion de Munc18 no estaria restringida solamente a una regulacién
negativa del complejo SNARE (Zilly et al, 2006; Dulubova et al, 2007).
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Figura D.5 Switch de conformacion cerrada y abierta de sintaxina-1A por interacciéon con
Munc18. (A) Modelo clasico de interaccion de Munc18 con sintaxina-1A en conformacion cerrada
incompatible con la formacién del complejo SNARE. Munc18, gris; Sintaxina, amarillo y naranja;
SNAP25, azul y verde; Sinaptobrevina, rojo. Figura extraida de Rizo & Sudhof, 2002. (B) Modelo
actual de interaccion de Munc18 con sintaxina en conformacion cerrada y abierta, incompatible y
compatible con el complejo SNARE respectivamente. En conformacion abierta Munc18 puede
interaccionar con sintaxina cuando forma parte del complejo intermediario binario sintaxina/SNAP25, o
del complejo trans-SNARE sintaxina/SNAP25/sinaptobrevina. Munc18, marrén; Sintaxina, rojo;
SNAP25, amarillo y verde; Sinaptobrevina, azul. Figura adaptada de Stdhof & Rothman, 2009.

El residuo Ser188 de sintaxina-1A fosforilado por BRSK1 se localiza en la regidon de conexion
entre el dominio regulatorio Habc en N-terminal y el motivo SNARE. De la estructura
tridimensional de sintaxina asociada a Munc18 en conformacién cerrada, se deduce que esta

region linker forma un subdominio globular que contiene dos pequefias hélices alfa unidas por
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loops de estructura irregular (Misura et al, 2000). La primera hélice alfa representaria una
extension de la dltima hélice alfa (hélice C) del dominio Habc, seguida de un loop conector, otra
pequefia hélice alfa y otro loop de conexion con el dominio SNARE; la Ser188 se localiza justo
en el limite de este loop conector adyacente al motivo SNARE (figura D.6A). Los mapas de

A c
Munci8
R n
J & 3 SNARE domain
o e
f ) ‘l l

Habc
domain

J
& %,
Linker

Ser188
Syntaxin “closed” Syntaxin “open”
1 Habe
domain
Habc
domain /
] Ser188
—_ P
Ser188 SNARE SNARE
domain domain

Figura D.6 Posicion del residuo Ser188 de sintaxina-1A fosforilado por BRSK1. (A) Estructura
tridimensional de sintaxina-1A en conformacion cerrada. En la imagen de la izquierda se muestra el
dominio regulatorio Habc en N-terminal (naranja), el dominio SNARE (amarillo) y el loop de conexién
dominio Habc-dominio SNARE (rojo, linker). Se sefiala la posiciéon en el linker de la Ser188. Figura
adaptada de Rizo & Sudhof, 2002. En la imagen de la derecha se muestra la estructura de sintaxina
en conformacién cerrada asociada a Munc18. Se muestra la region N-terminal de sintaxina que
contiene el dominio Habc y el loop de conexion (rojo), el dominio SNARE (amarillo) y Munc18 (verde).
En el linker se sefiala la posiciéon de la Ser188 (naranja). Representacién obtenida utilizando el
software PyMOL (http://www.pymol.org/ax). (B) Modelo de accesibilidad del residuo Ser188 para su
fosforilacion por BRSK1 en la conformacion cerrada y abierta de sintaxina-1A. Representacion
esquematica de ambas conformaciones en la que se sefiala la posicion de la Ser188 (naranja)
inaccesible a la fosforilacion por BRSK1 en conformacién cerrada, y accesible en la conformacion
abierta de sintaxina-1A.
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superficie indican que la hélice alfa del linker Habc/dominio SNARE proporciona una gran carga
negativa a esta regién. El modelo estructural de la sintaxina en conformacion abierta se basa en
la reconstruccion de por un lado, los datos cristalograficos del dominio SNARE, y por otro el
analisis de resonancia magnética nuclear (NMR) del dominio Habc (Sutton et al, 1998;
Fernandez et al, 1998). Aunque no se dispone de la estructura en conformacién abierta del linker
Habc-dominio SNARE que contiene la Ser188, nuestros resultados muestran que la sintaxina
desnaturalizada (conformacioén abierta) es mejor sustrato de BRSK1 (fosforilacién de la Ser188).
Ello indicaria que el drastico cambio conformacional entre ambas estructuras afectaria también al
linker Habc-dominio SNARE, dejando la Ser188 mas expuesta y accesible a la fosforilacion por
BRSK1 (figura D.6B). Un caso parecido le ocurre a la proteina ATP-asa del musculo esquelético
miosina, que es fosforilada por la quinasa LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2) solo cuando se
encuentra en su conformacion abierta y es capaz de unir el citoesqueleto de actina a la

membrana plasmatica (Jaleel et al, 2007).

El analisis comparativo entre diferentes organismos, muestra que la region adyacente al
residuo Ser188 de sintaxina-1A fosforilado por BRSK1 se encuentra altamente conservado en
todos los organismos mamiferos estudiados (humano, mono, vaca, rata, ratéon y hurén), pero no
en Drosiphila o C. elegans, en que la Ser188 es substituida por alanina (figura D.7). Ello sugiere
que la posible funcion de la fosforilacion de sintaxina-1A por BRSK1 en la regulacion de la fusion

de vesiculas sinapticas con la membrana pre-sinaptica estaria restringida evolutivamente a

mamiferos.
Homo sapiens I DMLESGNPAIFASGIIMDSSISKQALSEIETRHSEIT
Macaca mulata I DMLESGNPATIFASGIIMDSSISKQALSEIETRHSEIT
Bos taurus IO DV L.ESGNPAIFASGIIMDSSISKQALSEIETRHSEIT
Rattus norvegicus I DMLESGNPATIFASGIIMDSSISKQALSEIETRHSEIT
Mus musculus I DMLESGNPAIFASGIIMDSSISKQALSEIETRHSEIT
Mustela putorius 136
Drosophila 169
C. elegans 167

Figura D.7 Alineamiento muiltiple de las secuencias de sintaxina-1A de diferentes organismos
que contienen la Ser188 fosforilada por BRSK1. El residuo Ser188 de sintaxina-1A (sefialado con
asterisco) se encuentra conservado en mamiferos (humano, mono, vaca, rata, ratéon y hurén), pero no
en Drosophila o C. elegans (en que es substituido por Ala). La sombra negra indica residuos idénticos,
y la gris conservados.

En 2003, Tian et al mostraron que el residuo Ser188 de sintaxina-1A es fosforilado in vitro por
la quinasa DAPK (death-associated protein kinase). Estos autores proponen que DAPK

interacciona in vitro con sintaxina-1A y la fosforila en la Ser188 de manera dependiente de Ca®*
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(Tian et al, 2003). Esta fosforilacion inhibiria la union de sintaxina con Munc18, al menos in vitro,
regulando la estabilidad del complejo SNARE mediante un mecanismo dependiente de Ca®'
adicional a sinaptotagmina y complexina. Nuestros resultados muestran que, de forma analoga a
como ocurre para DAPK, BRSK1 interacciona in vitro con sitaxina-1A, independientemente del
estado de fosforilacion de la Ser188 (ya que mutantes de sintaxina que mimetizan la
fosforilacion, S188E, o la inhiben, S188A, interaccionan con BRSK1 de igual modo que la
sintaxina salvaje). Se necesitaran ensayos analogos de interaccion con Munc18 (o otros
componentes del complejo SNARE) para determinar si la fosforilacion de la Ser188 por BRSK1
tiene el mismo efecto en la formacion del complejo SNARE que el propuesto para la DAPK. Sin
embargo, si asi fuera, la fosforilacién de sintaxina por BRSK1 no estaria regulada directamente
por la concentracion de Ca®" intracelular (Bright et al 2008), a diferencia de la llevada a cabo por
la DAPK (figura D.8).

La caseina quinasa Il (CKIl) fosforila in vivo la Ser14 de sintaxina-1A. Esta fosforilacion
aumenta durante el desarrollo del cerebro de rata y esta implicada en estabilizar la union de
sintaxina a SNAP25 en complejos binarios intermedios (Foletti et al, 2000). De acuerdo con las
observaciones que muestran una disminucién en los niveles de CKIl en pacientes con
esquizofrenia (Aksenova et al, 1991), Castillo et al han descrito que el cortex prefontal de estos
pacientes posee un déficit en la fosforilacion de la Ser14 de sintaxina-1, que resulta en una
reduccion de sintaxina unida a SNAP25 y Munc18, y en una inhibicion de la formacion del
complejo SNARE (Castillo et al, 2010). De interés, tanto la quinasa CKII (Yao et al, 2011) como
BRSK1 son modificadas por SUMO2, de manera que la regulaciéon por sumoilacion de ambas
quinasas podria coordinar la fosforilacion de sintaxina-1 en dos residuos diferentes. Los
resultados del analisis por espectrometria de masas del digerido triptico de sintaxina fosforilada
por BRSK1 muestran que el péptido que contiene la Ser14 no se encuentra fosforilado, de
manera que se descarta que BRSK1 fosforile este residuo. Sin embargo, es posible que la
fosforilacion de la Ser188 por BRSK1 afecte a la fosforilacion de la Ser14 por CKII, o viceversa.
Seran necesarios futuros estudios en este sentido para determinar si existe relacion alguna entre

ambas fosforilaciones (figura D.8).

Por ultimo, otra modificacion postraduccional que afecta a sintaxina-1A (figura D.8), es la
palmitoilacion del extremo N-terminal de su dominio transmembrana. Aunque este dominio es
suficiente para anclar a sintaxina en la membrana plasmatica pre-sinaptica, su palmitoilacion la
reclutaria hacia regiones discretas de la membrana ricas en colesterol (lipid rafts), formando
clusters de sintaxinas asociadas entre ellas (Prescott et al, 2009). Mediante estudios
inmunocitoquimicos y de fraccionamiento subcelular, mostramos que BRSK1 y sintaxina co-
localizan en lipid rafts de sinaptosomas de rata y en regiones discretas de los terminales

sinapticos de neuronas corticales siguiendo un patrén puntuado de distribucion. Es posible que,
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Figura D.8 Modificaciones postraduccionales de sintaxina-1A. Sintaxina-1A se fosforila en la
Ser14 por CKIl y en la Ser188 por DAPK y BRSK1. La flecha negra indica fosforilacion in vivo
detectada mediante un anticuerpo fosfo-especifico, y la gris pendiente de validar. Sintaxina-1A se
palmitoila en el dominio transmembrana, posiblemente en la Cys271 y Cys272. CKIl, casein kinase ll;
DAPK, death-associated protein kinase; BRSK1, brain-specific kinase 1.

como hemos observado preliminarmente in vitro, BRSK1 interaccione con sintaxina en estas
estructuras de la membrana, donde BRSK1 es activa y, por tanto, es factible que fosforile a
sintaxina en la Ser188 (figura D.9). Ademas, nuestro modelo apunta a que la palmitoilacion de
BRSK1 localizaria esta quinasa en los dominios raft. Se ha postulado que en respuesta a la
excitabilidad neuronal se da una palmitoilaciéon generalizada de las proteinas sinapticas (Kang R.
et al, 2008), de manera que la modificacién coordinada de sintaxina y BRSK1 por palmitoil podria

promover su co-localizacion en microdominios lipid raft de la membrana pre-sinaptica.

La obtencién por primera vez de un anticuerpo que reconoce especificamente la Ser188
fosforilada de sintaxina, permitira estudiar en un futuro la relevancia de esta fosforilacion in vivo,
y la posible funcién fisiolégica de BRSK1 en la regulacion del complejo SNARE vy la liberacion de
neurotransmisores. Por el momento, la caracterizaciéon del anticuerpo fosfo-especifico generado,
muestra que se trata de un anticuerpo potente, selectivo en el reconocimiento de la Ser188
fosforilada por BRSK1. Estudios preliminares en neuronas corticales en cultivo (observaciones
de David Aguinaga en nuestro laboratorio), muestran un aumento significativo de la fosforilacion
de la Ser188 de sintaxina en respuesta a la despolarizacion inducida por KCI y forscolina.

Aunque se necesitan experimentos adicionales y validar el papel de BRSK1 mediante siRNA, los
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Figura D.9 Modelo general propuesto de regulacion y funcién de las BRSKs durante la
diferenciacion y sinapsis neuronales. El estadio 3 de la diferenciacion neuronal es una etapa critica
del proceso en la que se rompe la simetria celular, y una neurita crece rapidamente para formar el
axon, mientras que las otras quedan retraidas y adquieren la identidad de dendritas. En este contexto,
las neuronas estan expuestas al factor de diferenciacién neuronal BDNF, que a través de la activacion
de la via de sefalizacion de las MAP quinasas ERK1/2, conduce a la activacion génica de las BRSKs,
en un proceso en el que interviene el factor de transcripcién Sp1. De manera paralela a la activacion
de ERK1/2, el BDNF provoca también un aumento en la concentracién intracelular de cAMP, que
conllevaria la fosforilacion por PKA en la Ser431 de la quinasa activadora LKB1, y su acumulacién en
una neurita en concreto. En esta neurita, LKB1 activaria las BRSKs mediante la fosforilacién de la
treonina del T-loop, que mediante la fosforilacién de sustratos efectores orquestarian la especificidad
de la neurita a axén. En neuronas maduras (estadio 5 de diferenciacion), BRSK1 localiza en la zona
activa de los terminales pre-sinapticos regulando la liberacién de neurotransmisores. En estas
estructuras, BRSK1 se asocia a microdominios de membrana lipid rafts, donde resulta en una quinasa
mas activa. Es posible que su anclaje a lipid rafts esté regulado por palmitoilacién, modificacién post-
traduccional que se induce en respuesta a la excitabilidad de la neurona. En lipid rafts, BRSK1 co-
localiza con la proteina t-SNARE sintaxina-1A, a la que fosforila in vitro e in vivo en la Ser188. Esta
fosforilacién podria modular la funcidon de sintaxina como componente del complejo SNARE en la
fusiéon de vesiculas sinapticas con la membrana pre-sinaptica, y por tanto configurar el mecanismo
molecular por el que BRSK1 media la liberacién de neurotransmisores.
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resultados son alentadores y podrian suponer el mecanismo molecular a través del cual BRSK1

regula la liberacion de neurotransmisores.

El analisis inmunocitoquimico de células neuronales en cultivo describe por primera vez que
BRSK1 se expresa también en astrocitos. Un nuevo concepto en la fisiologia sinaptica (sinapsis
tripartita), postula que los astrocitos participan activamente en la actividad sinaptica mediante la
liberacion de transmisores quimicos (gliotransmisién), que a su vez controlan la transmision
sinaptica y la plasticidad neuronal (Perea & Araque, 2010). Los astrocitos expresan las proteinas
SNARE de la maquinaria de fusion, entre ellas sintaxina-1 (Parpura & Zorec, 2010), de manera
que BRSK1 también podria participar en la liberacion de gliotransmisores y regular

indirectamente la excitabilidad neuronal a través de la sinapsis tripartita.

La fosforilacion anémala de proteinas esta directamente asociada a diversos procesos
patologicos, entre ellos disfunciones neurolégicas y enfermedades neurodegenerativas. En
muchos casos estas enfermedades estan relacionadas con hiperfosforilacion de proteinas (como
tau en la enfermedad de Alzheimer, o a-sunicleina en la enfermedad de Parkinson o la demencia
de Lewis). En otros casos se ha observado un déficit en la fosforilacion de proteinas, como la
disminucion de los niveles de sintaxina-1A fosforilada en la Ser14 en pacientes de esquizofrenia
(Sigurdsson E.M., 2009; Ferrer 1., 2009; Castillo et al, 2010). Sera interesante analizar el grado
de fosforilacion de sintaxina-1A en la Ser188 en pacientes con disfunciones neurolégicas, y
determinar si esta involucrada en las alteraciones sinapticas observadas en estos pacientes. Por
otro lado, en los ultimos afos, se han asociado ciertas enfermedades neurolégicas a mutaciones
en genes que codifican para proteinas quinasas. Entre otras, se han detectado mutaciones en la
leucin-rich repeat kinase 2 (LRRK2) asociadas a ciertas formas de Parkinson hereditario, en
PINK1 en formas tempranas de Parkinson, en p90rsk en el Sindrome de Coffin-Lowry, y en ATM
en la ataxia telangiectasia (Chico et al, 2009). Por tanto, sera interesante estudiar también los
niveles de expresion, actividad y localizacion de BRSK1 en pacientes con alteraciones
neuronales. En algunas de estas enfermedades (como Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral
amiotréfica o la enfermedad de Huntington), las membranas neuronales sufren cambios en el
contenido de colesterol que afectan a la estructuracion de los microdominios lipid rafts
(Schengrund C.L., 2010; Stefani & Liguri, 2009). Es posible que, como pasa para otras proteinas,
cambios en la composicion lipidica de lipid rafts afectan a la localizacion de BRSK1, y por tanto a
su actividad. Si la funcién sinaptica de BRSK1 esta mediada por la fosforilacion de sintaxina en
lipid rafts, estos cambios podrian comprometer la actividad sinaptica, e igual contribuir a la

degeneracion neuronal observada en estas enfermedades.
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CONCLUSIONES

Se han obtenido grandes cantidades de BRSK1 y BRSK2 puras y activas, lo que ha
permitido poner a punto un método radiométrico de determinacion de su actividad
quinasa, asi como la determinacién de las constantes cinéticas para el ATP y diferentes
péptidos sustrato. Se recomienda el uso del péptido CHKtide como sustrato para la

determinacion de la actividad BRSK.

Mediante ensayos de inmunoblot y actividad se ha determinado que las BRSKs se
expresan especificamente en cerebro, donde son activas. Si bien se expresan en todas
las regiones del cerebro, lo hacen en mayor grado en hipocampo y cértex (regiones con
mayor actividad BRSK).

El desarrollo ontogénico del cerebro de rata y la diferenciacion de neuronas corticales en
cultivo transcurre con un aumento de la expresion de BRSK1 y BRSK2, pero no su
activador LKB1. Idénticos resultados se observan en el modelo de diferenciacion de

células PC12 inducido por la neurotrofina NGF.

Mediante ensayos gene reporter del promotor de BRSK1, inmunoblot, sobre-expresion de
proteinas y uso de inhibidores especificos, demostramos que el incremento de la
expresion de las BRSKs en células PC12 y neuronas corticales en cultivo esta mediado
por la via de sefializacion ERK1/2. Mediante ensayos analogos, demostramos que el
factor de transcripcion Sp1 es necesario pero no suficiente en la inducciéon de la
expresion de las BRSKs durante la diferenciacion neuronal.

En neuronas corticales maduras, BRSK1 localiza homogéneamente en el soma y de
manera puntuada en las prolongaciones neuriticas, similar al marcador de vesiculas
sindpticas sinaptofisina y al marcador axonal tau-1. BRSK2 presenta un patron mas
homogéneo de distribucion, similar al marcador MAP2 en las dendritas y tau-1 en los
axones. BRSK1 y BRSK2 se expresan en astrocitos, donde se distribuyen de manera
continua por el soma y las prolongaciones co-localizando con el marcador glial GFAP. Es
la primera vez que se muestra que las BRSKs se expresan en células gliales.

Un pool de BRSK1 localiza en microdominios de membrana lipid raft de sinaptosomas de
rata de manera dependiente de colesterol, o que resulta en una quinasa mas activa. La
actividad quinasa de BRSK1 o de un mutante constitutivamente activo (T189E), pero no

de BRSK2 o MARK4, aumenta 3 veces en presencia de vesiculas lipidicas reconstituidas
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con lipidos extraidos de la fraccion raft de sinaptomas. Se propone que la localizacion de
BRSK1 en lipid rafts de sinaptosomas constituye un nuevo mecanismo de regulacion de
la actividad quinasa, adicional a la fosforilacion del T-loop por LKB1.

BRSK1 fosforila in vitro e in vivo la proteina t-SNARE sintaxina-1A en el residuo Ser188,
con una estequiometria de 1 mol de fosfato por mol de proteina. Se ha generado y
caracterizado un anticuerpo fosfo-especifico que reconoce selectivamente a sintaxina
fosforilada en la Ser188 por BRSK1. Su utilizacion permitira estudiar la relevancia
fisiolégica de la fosforilacion de sintaxina en la formacion del complejo SNARE, y su
funcion en la fusion de vesiculas sinapticas con la membrana pre-sinaptica y liberacion de

neurotransmisores.

BRSK1 y sintaxina-1A co-localizan en microdominios de membrana lipid rafts de
sinaptosomas, y en puntos discretos de las prolongaciones sinapticas de neuronas
corticales maduras. Es posible que BRSK1 y sintaxina interaccionen en estas regiones,
como se ha observado de forma preliminar con ensayos de pull down in vitro, en los que
se muestra que el estado de fosforilacion de sintaxina-1A en la Ser188 no influye en su

interaccion con BRSK1.

Modelo integral de regulacion y funcién de las BRSKs durante la diferenciacion y sinapsis neuronales.
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M.1 CULTIVOS CELULARES.

M.1.1 LINEAS CELULARES.
Almacenamiento y mantenimiento de las lineas celulares.

Las lineas celulares utilizadas fueron obtenidas del banco celular European Collection of Cell
Cultures (ECACC). Para preservar la integridad celular, los viales son conservados en nitrégeno
liquido, por lo que en un primer momento se procedio a descongelar el vial, expandirlo y congelar
de nuevo para obtener stocks celulares originales. La congelacion de células para su
preservacion en nitrogeno liquido requiere la utilizacion de dimetilsuféxido (DMSO), agente
crioprotector que evita la formacién de cristales de hielo. Asi, las células expandidas fueron
tripsinizadas, centrifugadas y resuspendidas en medio de cultivo suplementado con 10% de
DMSO. Se introdujeron en un criotubo y se almacenaron un minimo de 24h a -80°C dentro de un
contenedor CryoFreezing (Nalgene). Este contenedor, que envuelve a los viales de isopropanol,
permite una congelacién paulatina de las células. Una vez congeladas, los viales se sacan del
contenedor y se guardan en un tanque de nitrégeno liquido, en el que se preservan durante

varios afios.

Tras obtener stocks originales de las células, se descongela un vial y (antes de establecer un
banco de trabajo) se descarta que esté contaminado por hongos o bacterias. Tras comprobarlo,
las células ya se pueden expandir y cultivarse en los soportes indicados segun el experimento
programado. Todas las células utilizadas en este estudio se mantuvieron en crecimiento en
medio completo en un incubador en atmésfera humeda, con 5% de CO, a 37°C. Cuando el
cultivo alcanza el 90% de confluencia, se aspira el medio, se lavan las células con tampén PBS
(phosphate buffered saline), se tripsinizan, se resuspenden en medio completo atemperado y se
siembran a la densidad deseada mediante el recuento en una camara de Neubauer. Tras unos
pases de cultivo limitados, las células son desechadas para evitar que se alteren las

caracteristicas originales de la linea celular.

Lineas celulares utilizadas.
En el transcurso de esta tesis se han utilizado 3 lineas celulares inmortalizadas:

1. Células Hela: derivadas de carcinoma epitelial de cerviz humano. Es el linaje celular
humano mas antiguo (obtenido de una muestra de la paciente Henrietta Lacks en 1951),
con una carga cromosomica normal de 82. Poseen la particularidad de carecer de la
quinasa supresora de tumores LKB1, aunque si expresan STRAD y MO25 (Tiainen et al,
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1999). Se han utilizado en este trabajo para reintroducir LKB1 y estudiar su efecto sobre

la activaciéon de las BRSKs.

2. Células HEK-293: procedentes de células de rifidn embrionarias humanas (human

embryonic kidney cells experiment num. 293). Por su facil manipulacion y elevado
rendimiento de transfeccion, se han utilizado como sistema para expresar y purificar

proteinas recombinantes.

3. Células PC12: derivadas de feocromocitoma de rata (tumor de células cromafinas de la
médula adrenal). Desde la descripcion de esta linea tumoral a mediados de los afios 70
(Greene & Tischler, 1976) se conoce que la exposicidon prolongada de células PC12 a la
accién de neurotrofinas conduce a la adquisicion de un fenotipo neuronal. Se ha usado

como modelo celular para el estudio de las BRSKs durante la diferenciacion neuronal.

Material de cultivos.

Medios de cultivo.

Segun la linea celular:

1. Células HelLa y HEK-293: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma D5795),
10% Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco), 1% penicilina/estreptomicina (Gibco).

2. Células PC12: DMEM (Sigma D5796), 7% FBS, 7% Fetal Horse Serum (FHS), 2.8 mM
HEPES, 0.2% penicilina/estreptomicina (Gibco).

Material adicional.

e PBS (Sigma).
e Tripsina-EDTA (Gibco): 0.05% tripsina, 0.53 mM EDTA.

e Colageno tipo | (BD Biosciences 354236): utilizado Unicamente para adherir las células
PC12 a la superficie de cultivo. Dos horas antes de sembrar las células se cubre la
superficie con colageno diluido 1/50 en agua estéril; justo antes de sembrar, se lava un

par de veces con PBS para eliminar el exceso de colageno.

Tratamiento de las células.

Diferenciacion de células PC12 con NGF.

Para inducir la diferenciacion neuronal de células PC12, se trataron las células con 150 ng/ml

de NGF (Sigma) al dia siguiente de la siembra y de forma reiterada cada dos dias de cultivo in
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vitro (cada vez que se administr6 NGF se remplazé la mitad del medio de cultivo por medio
nuevo atemperado). En el caso de células que fueron transfectadas previamente, el tratamiento
se inicia al dia siguiente de la transfeccion. Las células fueron lisadas y procesadas a diferentes
dias del proceso de diferenciacion segun el experimento. Las fotografias de contraste de fase
corresponden a momentos antes de la lisis y fueron obtenidas con el microscopio Nikon Eclipse
TE2000-E.

De forma puntual se comparé el efecto del tratamiento con NGF con el del factor de
crecimiento EGF. Para ello, se trataron células PC12 con 50 ng/ml de EGF (Sigma) al dia

siguiente de la siembra y de forma reiterada cada dos dias de cultivo in vitro durante 5 dias.

Tratamiento de células PC12 con inhibidores especificos.

Para diseccionar las vias de sefializaciéon implicadas en la diferenciacién de células PC12

inducida con NGF, se usaron los siguientes inhibidores:

e PD98059 (50 uM): inhibidor especifico de MEK1. Pre-tratamiento durante 45 minutos
antes de estimular las células con 100 ng/ml de NGF. Reiterado cada dos dias de

cultivo in vitro.

e U0126 (10 uM): inhibidor especifico de MEK1. Pre-tratamiento durante 45 minutos
antes de estimular las células con 100 ng/ml de NGF. Reiterado cada dos dias de

cultivo in vitro.

e Mitramicina A (40 nM): inhibidor especifico del factor de transcripcion Sp1. Pre-
tratamiento durante 45 minutos antes de estimular las células con 100 ng/ml de NGF.

Reiterado cada dos dias de cultivo in vitro.

Tratamiento de extractos celulares con fosfatasa alcalina.

20 ug de proteina de extractos celulares fueron tratados con 5 unidades de fosfatasa alcalina
(Invitrogen) durante 45 minutos a 37°C en agitacién suave para inducir la desfosforilacion de
proteinas. El efecto del tratamiento se analiz6 mediante inmunoblot, usando como control un

extracto celular no tratado.

Lisis y calculo de la concentracion de proteina.

Para recoger los extractos celulares se sembraron placas de diferente diametro segun el
experimento y se dejaron crecer hasta alcanzar una confluencia del 70-80%. Se realizaron 2
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lavados con PBS, se afiadio el tampon de lisis frio y se recogieron los extractos celulares con un
scrapper (Sarstedt). El lisado se centrifugd a 12.000 g 12 minutos a 4°C, recogiendo el
sobrenadante (fraccidn soluble) y descartando el pellet (fraccion membranosa, nuclear y restos
celulares). La concentracion de proteina de los extractos se cuantificé por el método Bradford
(Bradford M.M., 1976) mediante el kit Coomassie (Bradford) Protein Assay (Thermo Scientific,
Pierce).

Tampoén Composicion

Tampén de lisis 50 mM Tris-HCI pH 7.4; 0.27M sacarosa; 1 mM ortovanadato
sédico pH 10; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 10 mM glicerofosfato
sédico; 50 mM NaF; 5mM pirofosfato sédico; 1% Triton X-100.
Justo antes de usar afiadir: 0,1% B-mercaptoetanol y Cocktail
inhibidor de proteasas (SIGMA)

Tabla M.1 Composicion del tampén de lisis celular.

M.1.2 CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS CORTICALES.

Todos los cultivos primarios de neuronas corticales usados en este trabajo fueron realizados
por Cristina Gutiérrez del Servei de Cultius Cel-lulars de I'Institut de Neurociéncies de la

Universitat Autdnoma de Barcelona (UAB).

Los cultivos fueron preparados a partir del cortex cerebral de embriones de rata Sprague-
Dawley a 17 dias de gestacion. El cortex diseccionado se desasocié enzimaticamente y se diluyd
en medio DMEM (Sigma) suplementado con 10% de FBS y penicilina/estreptomicina. Las células
fueron sembradas a una densidad de 30.000 células/cm? en placas de 24 pocillos pre-incubados
con poli-D-lisina, y cultivadas en atmdsfera humeda con 5% de CO, a 37°C. Dos horas después
de la siembra, el medio fue remplazado por medio Neurobasal libre de suero (Invitrogen)
suplementado con 2% de B27 (Gibco), 2 mM L-glutamina (Invitrogen), penicilina/estreptomicina y
0.6% (w/v) de glucosa. Cada 3 dias la mitad del medio fue remplazado por medio fresco

atemperado. Los experimentos fueron realizados a los dias de cultivo in vitro (DIV) indicados.

Los animales fueron proporcionados por el Servei d’Estabulari de la Universitat Autbnoma de
Barcelona (UAB), y el procedimiento experimental se siguid segun las directrices aprovadas por
el Comité Etico de la UAB, en conformidad con el decreto de la Generalitat de Catalunya
(Decreto 214/1997, DOG 2450).
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Tratamiento de los cultivos primarios.

En dos ocasiones, los cultivos primarios de neuronas corticales fueron tratados antes de ser

analizados:

e Triton X-100 (0.1%): detergente no idnico utilizado para estudiar la resistencia de la
union de las BRSKs a estructuras celulares. Tras aspirar el medio de cultivo, neuronas
corticales a 10 DIV fueron tratadas brevemente (90 segundos) con 0.1% Triton X-100
diluido en PBS en agitacion suave, antes de ser fijadas con paraformadehido para su

analisis inmunocitoquimico.

o BDNF (50 ng/ml): factor neurotrofico de diferenciacion utilizado para estudiar la
regulacion de la expresion de las BRSKs. Neuronas corticales a 1 DIV fueron tratadas
con 50 ng/ml de BDNF durante 24 o 48h antes de ser analizadas. En el caso de células
previamente transfectadas, el tratamiento se realiz6 al dia siguiente de la transfeccion
(3 DIV).

M.2 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR.

M.2.1 PREPARACION DE SINAPTOSOMAS DE CEREBRO DE RATA.

Los sinaptosomas fueron aislados del cerebro de ratas Sprague-Dawley de entre 4 a 6
semanas de edad siguiendo un procedimiento descrito anteriormente (Gil et al, 2006). El cerebro
de los animales (sacrificados por decapitacion y sin anestesia) fue homogenizado en 40
volumenes (w/v) de tampdén de homogenizacién usando un homogenizador de vidrio Teflon
(Braun), 12 strokes a 900 rpm. Tras una centrifugacion a 1000g durante 5 minutos a 4°C, se
descarto el pellet (mayoritariamente nucleos y células sin romper), y el sobrenadante resultante
fue centrifugado a 12.000g durante 20 minutos a 4°C. El pellet (fraccién enriquecida de
sinaptosomas) fue resuspendido en 10 ml de tampdén Sodio. Los sinaptosomas son estructuras
artificiales formadas por la membrana pre-sinaptica del terminal sinaptico que se circulariza
formando una vesicula (que se mantiene unida externamente a la membrana post-sinaptica). Asi
se obtiene una estructura similar a la de la sinapsis nerviosa, ademas de encontrar también

restos de mielina y mitocondrias.

173



Material y Métodos

Tampoén Composicion

Tampén de PBS suplementado con 0.32 M de sacarosa
homogenizacion

Tamp6n Sodio 140 mM NaCl; 5 mM KCI; 5 mM NaHCO3z; 1 mM MgCly; 1.2
mM NazHPO4; 20 mM HEPES pH7.4; 10 mM glucosa

Tabla M.2 Composicion de los tampones usados en la preparacion de sinaptosomas de cerebro
de rata.

M.2.2 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR DE SINAPTOSOMAS DE CEREBRO DE RATA.

A partir de los sinaptosomas obtenidos como se indica en el apartado anterior, se separo el
citosol de la membrana mediante una centrifugacion a 200.000g durante 60 minutos a 4°C. El
sobrenadante (fraccion citosolica) se reservo a -20°C, y el pellet (fraccion de membrana) se lavo
resuspendiéndolo en tampdn A. Tras una centrifugacion a 200.000g durante 60 minutos a 4°C, el
pellet (membranas) fue homogenizado en tampdn A con 1% Triton X-100, incubado en rotacion
durante 45 minutos a 4°C y centrifugado a 200.000g durante 60 minutos a 4°C. El sobrenadante
resultante (proteinas de membrana solubilizadas con Triton) fue reservado, y el pellet final

resuspendido en tampon A con 1% SDS (proteinas de membrana resistentes a la solubilizacion

con Triton).
Tampoén Composicion
Tampén A 10 mM HEPES pH7.9; 1.5 mM MgCl; 10 mM KCI; Cocktail
inhibidor de proteasas (SIGMA)

Tabla M.3 Composicion del tampon A utilizado para obtener la fracciéon citosdlica y de
membranas (solubles y resistentes a Triton X-100) de sinaptosomas de cerebro de rata.
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M.2.3 AISLAMIENTO DE LIPID RAFTS DE MEMBRANAS DE SINAPTOSOMAS DE RATA.

Los dominios de membrana ricos en colesterol (lipid rafts) de sinaptosomas de cerebro de
rata fueron aislados siguiendo un procedimiento descrito anteriormente (Gil et al, 2005).
Sinaptosomas frescos fueron resuspendidos e incubados en rotacién con tampén Sodio con 1%
Triton X-100 (30 minutos a 4°C) o 1% Brij 98 (20 minutos a 37°C). Tras su solubilizacion, 1.5 ml
de la muestra (aproximadamente 2 mg/ml de proteina) fueron ajustados a un 45% (w/v) de
sacarosa mezclando en proporcidon 1:1 con una solucién de tampén Sodio enriquecida con 90%
(w/v) de sacarosa. La muestra se deposité en el fondo de un tubo de centrifuga Ultra Clear
(Beckman), y se preparé un gradiente de sacarosa depositando encima 6 ml de tampdén Sodio al
35% (w/v) de sacarosa y encima 3 ml de tampodn Sodio al 16% (w/v) de sacarosa. Tras una
centrifugacion a 36.000 rpm durante 18h a 4°C en un rotor SW 41Ti (Beckman), se recolectaron
10 fracciones de 1 ml desde la parte superior del tubo. Las regiones de membrana no solubles al
detergente (lipid rafts) se retienen en la fase de menor densidad del gradiente de sacarosa, por lo

que son aisladas en las primeras fracciones recolectadas.

El tratamiento con metil-B-ciclodextrano (mBCD) se realizd con sinaptosomas puros antes de
su solubilizaciéon con Brij 98. Asi, los sinaptosomas fueron resuspendidos en tampoén Sodio con
50 mM de mBCD (Sigma), e incubados a 37°C durante 30 minutos en agitacion. Tras una
centrifugacion a 3000g durante 5 minutos, el pellet resultante fue resuspendido en tampon Sodio

con 1% de Brij 98 y fraccionado en gradiente de sacarosa como se describe anteriormente.

M.3 INMUNICITOQUIMICA.

Para los estudios de inmunocitoquimica, las neuronas corticales de rata de embriones E17
fueron sembradas en placas de 24 pocillos encima de cubreobjetos pre-tratados con poli-D-lisina
a 37°C. A los dias indicados de cultivo in vitro, se aspir6 el medio, se lavaron las células con PBS
y se fijaron con 4% de paraformadehido en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Tras 3 lavados de 5 minutos con PBS en agitacion suave, las células se permeabilizaron con
solucion 1 durante 7 minutos vy, tras un lavado de 5 minutos con PBS, se incubaron con solucion
2 durante 15 minutos. Las células se bloquearon con solucién 2 suplementado con 5% (w/v) de
BSA (solucion 3) durante 1 hora, y se incubaron con el anticuerpo primario diluido en solucién 4
durante 14 horas a 4°C. Una lista con la concentracién y los anticuerpos utilizados para analisis
inmunocitogimicos se adjunta en el Anexo Il de esta memoria. Tras 4 lavados de 5 minutos con

PBS, las células se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario diluido 1/400 en
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solucion 4 durante 45 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios utilizados
fueron los siguientes (Invitrogen): Alexa fluor 594 donkey anti-sheep 1gG, Alexa Fluor 488 donkey
anti-sheep 1gG, Alexa fluor 488 donkey anti-mouse IgG y Alexa fluor 555 donkey anti-rabbit 1gG.
Desde el momento de la incubacion con el anticuerpo secundario y hasta el analisis final de la
muestra, las células se preservaron de la luz para evitar la excitacion de los fluorocromos. Tras
lavar las células 4 veces con PBS, se incubaron con 5 ng/ml de Hoescht 33259 (Invitrogen)
disuelto en agua durante 5 minutos para marcar los nucleos celulares. Tras eliminar el exceso de
Hoescht con 4 lavados de PBS, se montaron las preparaciones con medio de montaje
Fluorosave™ (Calbiochem), y se visualizaron mediante microscopia de fluorescencia en un

microscopio Nikon Eclipse 90i.

Solucién Composicion

Solucién 1 0.02% saponina en PBS

Solucion 2 0.01% saponina; 10 mM glicina en PBS
Solucion 3 0.01% saponina; 10 mM glicina; 5% BSA en PBS
Solucién 4 0.01% saponina; 1% BSA en PBS

Tabla M.4 Composicion de las soluciones utilizadas para analisis inmunocitoquimicos.

M.4 TECNICAS ELECTROFORETICAS PARA LA DETECCION DE
PROTEINAS.

M.4.1 ELECTROFORESIS EN GEL DE SDS-POLIACRILAMIDA.

Para resolver las proteinas procedentes de lisados celulares se utilizd la electroforesis
desnaturalizante en gel de SDS-poliacrilamida, utilizando el sistema Mini-Protean Ill de Bio-Rad.
Las muestras lisadas con tampon de lisis (pagina 172) se diluyeron en tampon de muestra, se
calentaron 5 minutos a 100°C y se separaron por electroforesis en geles de diferente porcentaje

de acrilamida segun el peso molecular de las proteinas a resolver. Si no se indica lo contrario, en
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cada carril se cargaron 25 ug de proteina. Se aplico un voltaje constante de 185 V durante 1

hora.

M.4.2 ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS: WESTERN BLOT o INMUNOBLOT.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Schleicher & Schurell) segun los métodos descritos por Renart y Towbin en 1979
(Renart et al, 1979; Towbin et al, 1979). Para ello se utilizd el sistema Mini Trans-Blot
Electroforesis Transfer Cell (Bio-Rad), aplicando un voltaje constante de 100 V durante 100
minutos. La membrana con las proteinas transferidas se bloqued con tampdn de bloqueo durante
una hora en agitacion, y posteriormente se incubd con el anticuerpo primario a 4°C durante 14
horas en agitacion. En el Anexo Ill se muestra una tabla con los anticuerpos utilizados y la
concentracion a la que fueron usados. Tras 3 lavados de 5 minutos con TBS-T, la membrana se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente
conjugado con peroxidasa diluido 1/6000 en tampodn de bloqueo. Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron los siguientes (Pierce): rabbit anti-sheep (# 31480), goat anti-mouse (# 31430) y
goat anti-rabbit (# 31460). Tras 5 lavados de 5 minutos con TBS-T, las proteinas fueron

LTM

detectadas por quimioluminiscencia (ECL" " Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare)

utilizando peliculas fotograficas (Medical X-Ray Film, Agfa).

Tampoén Composicion

Tampoén de muestra 25 mM Tris-HCI pH 6.8; 2% (w/v) SDS; 10% glicerol; 10 M
DTT; 0.002% (w/v) azul de bromofenol

Tampoén de electroforesis 25 mM Tris; 192 mM Glicina; 20% SDS

Tampon de transferencia 25 mM Tris; 192 mM Glicina; 20% Metanol

TBS-T (TBS-Tween) 20 mM Tris; 150 mM NaCl pH 7.6; 0.2 % Tween

Tampoén de bloqueo 5% leche desnatada (Sveltesse) en TBS-T

Tabla M.5 Composicion de los tampones utilizados en el inmunoblot.
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M.5 PURIFICACION DE PROTEINAS.

M.5.1 INMUNOPRECIPITACION (IP).

Para cada muestra, de 0.5 a 2 ug de anticuerpo contra la proteina a precipitar fue unido a 5 yl
de Proteina G-Sepharose (GE Healthcare) previamente pre-equilibrada en tampoén de lisis
(pagina 172). Tras 45 minutos de incubacién a 4°C en agitacion (1000 rpm), se realizaron dos
lavados de la resina con tampdn de lisis, y se incubd con el lisado celular durante 90 minutos a
4°C en agitacion. Se realizaron dos lavados con tampon de lisis suplementado con 0.5 M NaCl y
un lavado con tampén Quinasa (50 mM Tris pH 7.5; 0.1 mM EGTA; 0.1 % (v/v) B-
mercaptoetanol). El precipitado final se us6 para llevar a cabo un analisis electroforético de la
proteina inmunoprecipitada o un ensayo de actividad quinasa. En el primer caso, el pellet final se
resuspendié en 20 uyl de tampén de muestra (pagina 177) y, tras calentar durante 5 minutos a
100°C, las proteinas inmunoprecipitadas fueron resueltas mediante electroforesis y analizadas
mediante inmunoblot. Una lista con los anticuerpos utilizados para inmunoprecipitar proteinas se
adjunta en el Anexo Ill de esta memoria. En paralelo a la inmunoprecipitacion de las muestras,
se realizd un control negativo utilizando Proteina G-Sepharose libre de anticuerpo para descartar

detecciones de proteinas que pudieran unirse a la resina de manera inespecifica.

M.5.2 ENSAYOS DE PULL-DOWN.
Pull down de proteinas de extractos celulares.

Para purificar proteinas recombinantes de extractos celulares se aprovechoé la fusion de la
proteina de interés a la proteina GST. Para ello, discos de 10 cm de células HEK-293 o células
HelLa fueron transfectados (5 pg de DNA) con el vector codificante para la proteina
correspondiente fusionada a GST, incubadas durante 36 horas a 37°C en atmodsfera himeda y
5% de CO,, y lisadas con tampon de lisis. Se incubaron 100 ug de extracto celular con 5 pl de
resina Glutation-Sepahorose (GE Healthcare), que une especificamente GST, y se procedid, de
igual manera que en la inmunoprecipitacion, a la incubacion, lavados de la resina y analisis de la

muestra purificada (ya sea mediante inmunoblot o para ensayo de actividad).

Pull down in vitro de proteinas purificadas.

Para estudiar la interaccion in vitro de sintaxina con BRSK1, se utilizé sintaxina fusionada a
GST. 2 ug de GST-sintaxina o GST sola, purificadas de células E. coli, fueron diluidas en tampdn
Tris 50 mM pH 7.5 e inmobilizadas en una resina de Glutation-Sepharose mediante su
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incubacion durante 90 minutos a 4°C en agitacion (1000 rpm). Tras dos lavados con tampoén Tris
50 mM pH 7.5 con 0.15 M NaCl y 0.5% (v/v) Triton X-100, el pellet se resuspendié en 35 pl del
tampon anterior, se afiadieron 2 ug de BRSK1 purificada de células de insecto, y se incubd
durante 20 minutos a temperatura ambiente en agitacion (1000 rpm). Tras centrifugar
brevemente (20 segundos, 1000 rpm), se reservo el sobrenadante, y el pellet con la resina se
lavo 3 veces con el tampdn anterior. Tanto el pellet final como el sobrenadante se mezclaron con
35 pl de tampon de muestra (pagina 177) y se analizaron mediante electroforesis. La deteccion
de las proteinas resueltas en el gel se realiz6 mediante tincion Coomassie (0.1% (w/v) Brilliant

Blue; 40% (v/v) metanol; 10% (v/v) acido acético) durante 20 minutos en agitacion.

Ensayo de sumoilacién en células.

Para analizar la sumoilacion de las BRSKs, se utilizaron formas de SUMO?2 fusionadas a una
cola de 6 histidinas. Discos de 10 cm de células HEK-293 fueron co-transfectadas con los
vectores codificantes para las BRSKs y His-SUMO2, e incubadas durante 36 horas a 37°C en
atmésfera humeda y 5% de CO,. Se aspir6 el medio de cultivo y se recogieron las células en
PBS suplementado con 10 mM de N-etiimaleimida (NEM). La modificacién por SUMO es
altamente reversible, de manera que para preservar la modificacion se requiere la presencia de
inhibidores de las peptidasas de SUMO (SENPs), como el NEM. Tras un lavado con PBS 10 mM
NEM, una aliquota fue apartada, centrifugada, lisada con tampoén de Lisis con 0.5% SDS y
sonicada brevemente antes de ser analizada mediante inmunoblot. El resto de células fueron
resuspendidas rapidamente en 5 ml de tampén B1 (la muestra puede almacenarse a -80°C en
este punto). Tras comprobar los niveles de transfeccion mediante inmunoblot, se realizé una
purificacion de His-SUMO2 utilizando una resina de Ni**-agarosa. Para ello, se afadio 10 mM
imidazol y 10 mM B-mercaptoetanol a la muestra, se sonicé brevemente para reducir la
viscosidad y se centrifugd durante 10 minutos a 4000 rpm a temperatura ambiente. El
sobrenadante se incubd con 25 pl de resina Ni?*-agarosa pre-equilibrada con tampén B1 durante
2 horas a temperatura ambiente en agitacion. Tras una centrifugacién (2 minutos a 2000 rpm), el
pellet con la resina fue resuspendido en 1 ml de tampén B1 con 10 mM B-mercaptoetanol y
traspasado a un eppendorf, donde fue lavado sucesivamente con 1 ml de las siguientes

soluciones:

2 veces en tampo6n B1 10 mM B-mercaptoetanol

3 veces en tampdn B2 10 mM 3-mercaptoetanol

2 veces en tampén B3 10 mM B-mercaptoetanol

1 vez en tampé6n B3

1 vez en tampén B3 0.5 M NaCl, 0.2% Triton X-100
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1 vez en tampdn B3 0.5 M NaCl
1 vez en tampd6n B3 0.5 M NaCl, 0.1% Triton X-100
3 veces en tampdn B3

El pellet final fue eluido con 50 ul de tampon de elucion durante 1 hora a temperatura ambiente
en agitacién (1000 rpm), y las proteinas purificadas modificadas por SUMO2 fueron analizadas

mediante inmunoblot.

Tampoén Composicion

Tampoén B1 6 M Guanidinio; 0.1 M NazHPOy; 0.1 M NaH,POy4; 0.01 M
Tris pH 8

Tampoén B2 (fresco) 8 M Urea; 0.1 M NaHPO4; 0.1 M NaH,POy4; 0.01 M Tris
pH 8

Tampon B3 (fresco) 8 M Urea; 0.1 M NasHPO4; 0.1 M NaH>POg4; 0.01 M Tris
pH 6.3

Tampon de elucion 250 mM imidazol; 30% (v/v) tampén de muestra 5X

Tabla M.6 Composicion de los tampones utilizados en el pull down de His-SUMO2.

M.5.3 OBTENCION DE PREPARACIONES PURAS DE PROTEINA.
Purificacion de BRSK1 y BRSK2 en células de insecto Sf9.

Para obtener grandes cantidades de BRSK1 y BRSK2 pura y activa se generaron particulas
viricas recombinantes que se usaron para infectar células de insecto, a partir de las cuales se
purificaron las quinasas. Para ello, se generaron baculovirus recombinantes usando el sistema
Bac-to-Bac (Invitrogen) a partir del vector pFastBAC codificante para His-BRSK1 y His-BRSK2
(donacion del Professor Dario Alessi, MRC Protein Phosphorylation Unit, Dundee, UK). Un cultivo
de 500 ml de células de insecto Spodoptera frugiperda (Sf9) a una densidad de 1.5x10°
células/ml fue infectado a una MOI (multiplicity of infection) de 5 con el baculovirus
correspondiente. Tras 72 horas, se centrifugé el cultivo (4000 rpm durante 10 minutos) y el pellet
resultante con las células se resuspendié en 50 ml de tampon de lisis (pagina 172) y se congel6
en nitrégeno liquido. Para asegurar que las células estan bien disgregadas, se homogenizaron
con un homogenizador de vidrio (20 strokes), antes de ser centrifugadas otra vez a 8000 rpm

durante 15 minutos a 4°C. A partir del sobrenadante se purificaron las proteinas mediante una
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resina de Ni’**-agarosa. La obtencion de las particulas viricas y la infeccion de células Sf9 fue
realizada por el Dr. Ricardo Biondi (Research Group PhosphoSites, Johann Wolfgang Goethe
University Hospital, Frankfurt, Deutschland).

Para la purificacion, se afiadiéo NaCl al lisado a una concentracién final de 0.5 M y se incubo
con 5 ml de resina Ni**-agarosa durante 2 horas a 4°C en agitacién. Tras lavar la resina 4 veces
con tampon Tris 50 mM pH 7.4 con 0.5 M NaCl, se empaqueté en una columna y se lavo 14
horas con tampon Tris 50 mM pH 7.4 con 0.5 M NaCl y 10 mM imidazol. La proteina se eluyo con
12 ml de tampoén Tris 50 mM pH 7.4 con 0.27 M sacarosa y 200 mM imidazol, y se recogieron
fracciones de 1 ml, de las cuales se determind la concentracion de proteina. Aquellas fracciones
en las que se detectd una concentracién de proteina mayor a 2 mg/ml, se reservaron y se
juntaron en un solo vial. La homogeneidad y concentracion de las BRSKs purificadas se analizo
mediante electroforesis y tincion Coomassie. Finalmente, se comprobo la actividad quinasa de
las BRSKs purificadas mediante ensayo de auto-fosforilacion y se calculd su actividad mediante

método radiométrico utilizando **P-ATP y el péptido sustrato CHKtide.

Purificacion de proteinas en células E. coli.

Células E. coli de la cepa BL21 fueron transformadas con los vectores pGEX codificantes
para las proteinas de interés y sembradas en placa de medio Luria Broth (LB) agar en presencia
de 50 pg/ml de ampicilina (Sigma). Se pic6 una colonia, y tras crecerla en un minicultivo de 3 ml
de medio LB-Ampicilina, se traspasé a 500 ml de medio LB-Ampicilina que crecié a 37°C en
agitacion (200 rpm/min) hasta que alcanzé una absorbancia a 600 nm de 0.6-0.8 UDO (unidades
de densidad optica). Entonces, se indujo la expresion de proteina afadiendo IPTG (isopropil-3-D-
galactésido) a una concentracion final de 200 pM, y se dejé crecer el cultivo durante 3 horas a
37°C en agitacion. Tras una centrifugacion a 4000 rpm durante 30 minutos a 4°C, se resuspendio
el pellet de bacterias en 30 ml de tampodn de lisis (pagina 172) frio, se lisé mediante una ronda de
congelacion/descongelacion a -20°C, se sonico (5 x 30 segundos) y se centrifugé a 25.000g
durante 40 minutos a 4°C. A partir del sobrenadante se purificaron las proteinas mediante una
resina de afinidad de Glutatién-Sepharose o Ni**-agarosa, segln estuvieran fusionadas a GST o
a una cola de 6 histidinas, respectivamente. Para ello, se incubd la muestra con 200 ul de la
resina pre-equilibrada correspondiente durante 2 horas a 4°C en agitacion. Después de una
centrifugacion de 2 minutos a 2000 rpm, la resina se lavé sucesivamente con 10 ml de las
siguientes soluciones: 4 veces en tampon de lisis 0.5 M NaCl (suplementado con 10 mM imidazol
en el caso de proteinas purificadas con Ni*-agarosa), y 3 veces en tampdn Quinasa. El pellet
final se resuspendié con 0.5 ml de tampdn de elucién suplementado con 40 uM final de glutation
(para las proteinas fusionadas a GST) o con 200 mM de imidazol (para las proteinas fusionadas
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a 6His). Tras 30 minutos de incubacién a 4°C en agitacion (1000 rpm), las proteinas eluidas
fueron separadas de la resina mediante centrifugacion en filtros Spin-X (Costar). Finalmente, 10
pl del eluido fue analizado mediante electroforesis y tincion Coomassie para determinar la pureza

y concentracion de las proteinas purificadas.

Tampoén Composicion

Tampodn Quinasa 50 mM Tris-HCI pH 7.5; 0.1 mM EGTA; 0.1% (v/v) B-
mercaptoetanol

Tampén de elucién 50 mM Tris-HCI pH 7.5; 0.1 mM EGTA; 0.27 M sacarosa;
0.1% (v/v) B-mercaptoetanol

Tabla M.7 Composicion de los tampones utilizados en la purificacion de proteinas
recombinantes de E. coli.

M.6 ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA.

M.6.1 ENSAYOS DE ACTIVIDAD QUINASA.
Ensayos radiométricos de actividad quinasa utilizando péptido sustrato.

Los ensayos de actividad quinasa se realizaron en un volumen total de 50 ul de tampén
Quinasa (50 mM Tris pH 7.5; 0.1 mM EGTA; 0.1 % (v/v) B-mercaptoetanol), 10 mM acetato de
magnesio, 100 pM **P-[y-ATP] (GE Healthcare) (300 cpm/pmol) y 200 uM de péptido sustrato
(AMARA, LNR o CHKtide). Las reacciones de llevaron a cabo a 30°C en agitacién a 1000 rpm en
thermomixer (Eppendorf), y a los tiempos indicados se finalizaron aplicando 40 ul de la mezcla
de reaccién sobre un papel (2x2 cm) de fosfocelulosa P81 (Whatman). Tras varios lavados en
solucion de 50 mM acido fosfdrico, los papeles fueron lavados con acetona, secados al aire y la
radioactividad incorporada fue determinada mediante contaje Cerenkov en un contador de
centelleo Wallacll. Una unidad de actividad es la cantidad de enzima requerida para catalizar la

transferencia de un nmol de fosfato por minuto.

Todos los experimentos fueron realizados por ftriplicado un minimo de tres veces.

Previamente se determiné que el grado de fosforilacion detectado en el tiempo y la cantidad de
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proteina utilizados se encontraba en la zona lineal de la reaccion. En todos los casos se uso

como blanco de reaccion una mezcla sin péptido sustrato.

Ensayos radiométricos de fosforilacion de proteinas en gel de poliacrilamida.

Para estudiar la fosforilacion de proteinas por las BRSKs, la cantidad indicada de BRSK pura
se incubd, en un volumen final de 30 pl, con las proteinas sustrato a estudiar en una mezcla que
contenia tampdn Quinasa, 10 mM acetato de magnesio y 100 uM **P-[y-ATP] (300 cpm/pmol).
Las reacciones de llevaron a cabo a 30°C en agitacion (1000 rpm), y a los tiempos indicados se
finalizaron afiadiendo 7 pl de tampén de muestra (pagina 177) concentrado 5 veces. Las
muestras se calentaron 5 minutos a 100°C, y las proteinas se resolvieron mediante gel SDS-
PAGE vy se visualizaron con tincion Coomassie. La incorporacion de radioactividad se determiné
mediante autorradiorafia (Hyperfim MP, GE Healthcare). Para medir la cantidad de
radioactividad incorporada, se recorté la proteina del gel y se contdé en un contador de centelleo
Wallacll.

En el caso de estimar la actividad de las BRSKs mediante auto-fosforilacion, las reacciones

se llevaron a cabo de la misma manera sin incluir proteinas sustrato.

M.6.2 ENSAYOS DE GENE REPORTER POR ACTIVIDAD LUCIFERASA.

Para medir la actividad transcripcional de BRSK1, se clon6 la regién upstream de 1 kb del
promotor de BRSK1 de rata en un vector luciferasa pGL2 (Promega). Este clonage fue realizado
por Josep Espadamala y el Dr. Néstor Gémez (Departament de Bioquimica i Biologia Molecular,
UAB), y la estrategia utilizada y el protocolo detallado se encuentran en la memoria de Tesis

Doctoral de Josep Espadamala (en preparacion).

Para los ensayos de gene reporter, se sembraron células PC12 en placas de 6 pocillos y se
transfectaron al dia siguiente con 125 ng de pGL2-BRSK1-promoter y 25 ng del vector SV40-
renilla luciferasa (simian virus). En el estudio del factor de transcripcion Sp1 en la activacion
génica del promotor, las células se co-transfectaron con 375 ng de pCMV-Sp1 o pCMV vacio. En
los casos indicados, las células fueron tratadas con NGF, BDNF, EGF o Mitramicina A al dia
siguiente de la transfeccion durante los tiempos indicados. Tras lavar con PBS, las células se
lisaron con 100 pl de Passive Lysis Buffer (Promega) durante 15 minutos a temperatura ambiente
en agitacion fuerte, y se midié en un lumindmetro la actividad Firefly (luciferasa de luciérnaga) y
la actividad Renilla mediante el kit Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega). Los datos

representados corresponden a la actividad luciferasa bajo el control del promotor de BRSK1
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normalizada con la actividad Renilla, y en niveles de actividad respecto al control del

experimento.

M.7 TECNICAS LIPIDICAS.

Los diferentes métodos de extraccion de lipidos y generacion de vesiculas lipidicas fueron
realizados por el Dr. Enrique Claro (Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, i Institut de

Neurociencies, UAB).

M.7.1 EXTRACCION DE LiPIDOS DE LAS FRACCIONES RAFT Y NO-RAFT, Y
RECONSTITUCION DE VESICULAS LIPIDICAS.

Para estudiar el efecto del entorno lipidico raft en la actividad de las quinasas, se extrajeron
los lipidos de las fracciones raft o no-raft de sinaptosomas de rata, y se reconstituyeron en
vesiculas lipidicas. La extraccion de lipidos de las fracciones se realizé de acuerdo a lo descrito
por Bligh & Dyer en 1959. A 1 ml de las fracciones raft o no-raft contenidas en un tubo de cristal
se afiadi6é 4.8 ml de cloroformo/metanol (en proporcion 1:2 v/v), se agité vigorosamente y se dejo
reposar 30 minutos a temperatura ambiente. Se afadieron 2 ml de cloroformo y 2 ml de agua
para generar dos fases, y tras agitar otra vez con fuerza, se centrifugé 10 minutos a 2000g. La
fase acuosa se desechd, mientras que 3.2 ml de la fase de cloroformo fueron traspasados (con
cuidado de no perturbar la interfase) a un tubo de cristal nuevo. Los lipidos fueron re-extraidos
afiadiendo 6 ml de metanol/agua (1:1 v/v), agitando fuertemente y centrifugando de nuevo para
separar las dos fases. Los 3 ml de la fase de cloroformo (extracto de lipidos) se traspasaron a un
tubo de cristal nuevo donde se evaporaron bajo una corriente de nitrégeno. Tras anadir 1 ml de
tampén HEPES (20 mM HEPES pH 7.5 con 100 mM NaCl), el tubo se dejé 1 hora a temperatura
ambiente, y se agitd en un vortex para formar una suspension turbia. Finalmente, las vesiculas
multilamelares de lipidos raft o no-raft se formaron sonicando la solucion hasta que esta se volvio

clara (~30 segundos).

Para analizar el efecto de las vesiculas en la actividad de las quinasas, se pre-incubd el
volumen de vesiculas indicado en cada caso con la quinasa durante 30 minutos a 30°C en
agitacion suave (450 rpm). La reaccion se inicié afiadiendo 10 mM acetato de magnesio y 100
UM *P-[y-ATP] a la mezcla, y se midié la actividad quinasa como se describe anteriormente. En
todos los casos se usé como control el mismo volumen de vesiculas ensayado sustituido por
tampon HEPES.
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M.7.2 CUANTIFICACION DE LOS LiPIDOS CONTENIDOS EN LA FRACCION RAFT Y
GENERACION DE VESICULAS SINTETICAS.

Para determinar la concentracion de los principales lipidos (colesterol, fosfatidilcolina y
esfingomielina) contenidos en la fraccién raft de sinaptosomas de cerebro de rata, se depositaron
diferentes volumenes (10-40 pl) de la muestra en una placa de silica gel HPTLC (Merck). Para
determinar el colesterol, se aplicaron también en diferentes carriles varias cantidades (entre 5 y
20 pg) de colesterol (Sigma), y se desarrollé la placa en una fase moévil compuesta de
hexano/dietiléter/acido acético (70:30:1 v/v/v). Tras sprayar con primulina (5 mg primulina en 100
ml de acetona/agua 80:2 v/v), los lipidos fueron visualizados bajo luz ultravioleta. Las bandas
resueltas correspondientes a colesterol fueron identificadas por comparacion con los estandares
de colesterol en los carriles vecinos, y fueron cuantificadas por densitometria utilizando el
software ImageJ 1.43r (Wayne Rasband, National Institutes of Health). La concentracién de
colesterol (mg/ml) es el cociente entre el valor obtenido de la muestra raft (ml™) y el valor de los
estandares de colesterol (mg™”) calculados por regresién lineal. La misma aproximacion se usé
para determinar la concentracion de fosfatidilcolina y esfingomielina de la muestra fraccion raft,
pero en este caso las placas se desarrollaron en una fase movil compuesta de

cloroformo/metanol/acido acético/agua (60:50:1:4 v/v/viv).

Para generar las vesiculas sintéticas, se combinaron en un tubo de cristal los volimenes
indicados de fosfatidilcolina (1-palimitoil, 2-oleoil), colesterol y esfingomielina disueltos en
cloroformo (1 mg/ml). Se evaporé con nitrdgeno para obtener la mezcla de fosfatidilcolina,
colesterol y esfingomielina deseada, y a partir de estos lipidos se generaron las vesiculas

sintéticas, de la misma manera que se describe para las vesiculas raft.

M.8 ESPECTROMETRIA DE MASAS PARA LA DETECCION DE FOSFO-
PEPTIDOS.

El analisis de espectrometria de masas para la identificacion del residuo de sintaxina-1A
fosforilado por BRSK1 fue realizado por el Dr. Joan Villanueva y la Dra. Montserrat Carrascal del
Laboratori de Proteomica CSIC/UAB.
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M.8.1 OBTENCION Y DIGESTION DE LA MUESTRA.

Tras poner a punto las condiciones del ensayo, se incubaron 20 ug de sintaxina-1A purificada
de células E. coli (previamente desnaturalizada 5 minutos a 65°C) con 20 ug de BRSK1 activa.
La reaccioén de fosforilacion se llevo a cabo en un volumen total de 120 pl que contenia tampén
Quinasa (pagina 182), 10 mM acetato de magnesio y 100 uM ATP, durante 30 minutos a 30°C.
Se finaliz6 afadiendo 28 ul de tampdén de muestra (pagina 177), y tras calentar 5 minutos a
100°C, las proteinas se resolvieron en gel SDS-PAGE. Después de tefir el gel con Coomassie
Blue siguiendo el protocolo estandar, las bandas correspondientes a la sintaxina fosforilada
fueron recortadas manualmente y digeridas en gel con tripsina o endoGIuC (Promega, Madison,
WI) utilizando un Digest MSPro (Intavis, Koeln, Deutschland). Brevemente, las bandas
recortadas del gel se lavaron con agua y 20 mM amonio bicarbonato pH 7.8, reducido con 10 mM
DTT, alcalinizado con 55 mM iodoacetamina, y digeridas con tripsina o endoGIuC durante 16
horas a 37°C. Los péptidos generados fueron extraidos con acetonitrilo/agua 0.25% TFA,

evaporados por vacio y re-disueltos en 40 ul de 1% (v/v) acido férmico.

M.8.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.
Espectrometria de masas LC-MS/MS capilar.

Las muestras fueron analizadas por cromatografia liquida electrospray espectrometria de
masas en tandem (LC-pESI-ITMS/MS), usando un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap de
elevada resolucion (ThermoFisher, San Jose, CA) equipado con una interfase Proxeon microESI
(Proxeon, Denmark). El sistema HPLC se compone de una nano bomba Agilent 1200, una
bomba binaria, un microinyector termostatizado y una valvula microwitch. La separacion se
realizé a 0.4 pl/min usando un gradiente lineal de acetonitrilo (del 3 al 40%) durante 30 minutos
(solvente A: 0.1% é&cido formico; solvente B: acetonitriio con 0.1% acido férmico). El
espectrometro de masas operé en el modo i6n positivo con un voltaje spray de 2 kV. El
instrumento se establecié para realizar un scan MS completo de elevada resolucion (60.000) en
los rangos de m/z 400-1800, seguido por el MS/MS de las 8 cinco sefiales mas abundantes. Un
subsiguiente scan MS3 se realiz6 cuando se detectdé una pérdida neutral de -98, -49 o -32.7
(pérdida de H3PO, para los iones cargados +1, +2 y +3, respectivamente) entre los 10 iones mas
intensos. Con el fin de minimizar la seleccion redundante de iones precursores, se establecié una

exclusion dinamica de scan 2 MS/MS para cada ventana de tiempo de 180 segundos.
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Blsqueda en la base de datos e interpretacion de los resultados.

El espectro de fragmentacion MS2 y MS3 se buscé utilizando el sofware SEQUEST (Bioworks
v3.3, ThermoFisher, San Jose, CA) contra la proteina sintaxina-1A. Los parametros de busqueda
fueron: tolerancia de masa del péptido, 20 ppm; tolerancia de fragmento, 0.8 Da; enzima
establecido para tripsina o endoGIuC, permitiendo una pérdida de 3 cortes; modificacion estatica,
Cys carbamidometiladas (+57.0219 Da); modificacion dinamica, oxidacién de Met (+15.9949 Da)
y fosforilacion de Ser, Thry Tyr (+79.96633 Da). Las identificaciones correctas de secuencias de
péptidos fueron evaluadas utilizando tanto el score Xcorr de SEQUEST como el D value, que fue
calculado segun se describié anteriormente (Carrascal et al, 2010). Las identificaciones correctas
fueron aquellas con scores de falso descubrimiento (FDR) menores al 1%. Finalmente, la

asignacion de fosfo-péptidos se validé manualmente.

M.9 BIOLOGIA MOLECULAR.

M.9.1 AMPLIFICACION DE LOS PLASMIDOS DE INTERES.
Preparacion de bacterias DH5a competentes.

De una placa de medio LB agar sin antibidtico se pic6é una colonia de E.coli de la cepa DH5a
y se creci6 durante la noche en 5 ml de medio LB liquido sin antibiético a 37°C en agitacion (200
rpm/min). Al dia siguiente, se traspasaron 150 pl del cultivo a 5ml de medio LB nuevo y se dejo
crecer durante 90 minutos a 37°C para obtener un cultivo fresco. Tras centrifugar durante 5
minutos a 3000 rpm a 4°C, el pellet con las células se resuspendio en 2.5 ml de 50 mM CaCl,
estéril y frio, y se dejo reposar en hielo durante 30 minutos. Después de centrifugar (3000 rpm a
4°C durante 5 minutos), se volvié a resuspender el pellet con 500 yl de 50 mM CaCl, estéril,
obteniendo asi células DH5a competentes listas para ser transformadas.

Transformacion de las bacterias competentes y purificacion de los plasmidos.

Sobre 100 ul de células competentes frescas, se afadio 1 pl del plasmido a amplificar y se
incubo en hielo durante 30 minutos. A continuacion se realizdé un choque térmico calentando las
células a 42°C durante estrictamente 2 minutos, para rapidamente devolverlas a un bafio de
hielo. A continuacion, las células transformadas se crecieron en 400 pl de LB liquido sin

antibiético durante 1 hora a 37°C en agitacion. Una parte del cultivo (50 ul) se sembré en placas
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de LB agar con 50 pg/ml ampicilina, y se dejé crecer durante la noche en una estufa a 37°C. A la
mafana siguiente, se picd una colonia y se crecié en 3 ml de medio LB-Ampicilina durante 8
horas, para luego transferirse a 300 ml de LB-Ampicilina. El cultivo crecié durante la noche a
37°C en agitacion, se centrifugd, y el DNA plasmidico fue purificado mediante el kit QIAGEN
Plasmid Maxiprep (QIAGEN).

Se utilizaron células E.coli de la cepa BL21 para expresar proteinas en bacterias, y se siguio
el mismo protocolo para generar células BL21 competentes y transformarlas con los vectores

pGEX de expresion.

La lista con los vectores utilizados en este trabajo se adjunta en el Anexo IV de la memoria.

M.9.2 MUTAGENESIS DIRIGIDA.

La mutagénesis dirigida permite introducir una mutacion puntual en un DNA clonado en un
plasmido de interés. Consiste en disefiar un primer (y su reverso) que contenga la mutaciéon que
se quiere introducir, y utilizarlo como cebador para una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Esta técnica fue utilizada para generar los mutantes de deleccién de sintaxina-1A
(introduciendo una mutacion que codifica para un codén STOP), los mutantes de sintaxina
S188A y S188D, y los mutantes de BRSK1 y BRSK2 en que se substituyeron Lys por Arg para

estudiar la sumoilizacién de las BRSKs.

La reaccion de PCR se realizd en un volumen total de 50 pl que contenia: 10 o 25 ng DNA
molde, 5 pl tampdn 10X (Stratagen), 5 yl dNTPs 2 mM, 0.3 ul de cada primer (100 pmol/ul) y 1 ul
de polimerasa pfu turbo (Stratagen). Como control se afiadieron dos tubos control con la mezcla
de PCR excepto la polimerasa pfu. El esquema general que se siguié de duracién y temperatura

de cada ciclo de la PCR es el siguiente:

Hot start: 1 minuto a 95°C

Desnaturalizacién: 1 minuto a 95°C

Re-hibridacion: 1 minuto a 50°C 19 ciclos
Extensién: * a 72°C ( * = 2 minutos / kb)

Extension final de reaccién: 5 minutos a 72°C

Preservacion: « a 4°C

En el caso de sintaxina, la extension se realizé durante 12 minutos, y en el caso de BRSK1 y
BRSK2 durante 20 y 18 minutos respectivamente. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador PTC-100 (MJ Research).
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Tras la reaccion, 10 ul fueron resueltos en un gel de agarosa al 1% para comprobar la

amplificaciéon (las bandas se visualizaron mediante Sybr Safe 1:25000, Invitrogen). Los 40 ul

restantes se incubaron con 10 unidades de Dpnl (Stratagen) durante 4 horas a 37°C para

degradar el DNA metilado (molde). A una de las reacciones control sin pfu no se afadioé Dpnl. A

continuacion, se transformaron 100 ul de células DH5a competentes frescas con el DNA mutado,

y se sembraron en placas de LB-Ampicilina agar. Tras 14 horas creciendo a 37°C, se picé una

colonia, se crecio en 3 ml de LB-Ampicilina, y el plasmido amplificado se purificdé mediante el kit

QIAGEN Plasmid Miniprep (QIAGEN). En las reacciones control sin pfu pero con Dpnl no crecié

ninguna colonia, mientras si lo hizo en las reacciones sin pfu que no fueron digeridas con Dpnl

(crecieron las colonias transformadas con el DNA molde). Las mutaciones introducidas fueron

comprobadas mediante secuenciacion del DNA en el Servei de Genomica de la Universitat

Autonoma de Barcelona.

Proteina

Primers (5’-->3’)

Sintaxina[1-102]

Fw: CCATCGAGCAAGAGTAAGGCCTGAACCGC
Rv: GCGGTTCAGGCCTTACTCTTGCTCGATGG

Sintaxina[1-168]

Fw: TGGAGGACATGCTGTAGAGTGGGAACCCC
Rv: GGGGTTCCCACTCTACAGCATGTCCTCCA

Sintaxina S188A

Fw: TGGACTCCAGCATCGCGAAGCAGGCTCTG
Rv: CAGAGCCTGCTTCGCGATGCTGGAGTCCA

Sintaxina $S188D

Fw: TGGACTCCAGCATCGATAAGCAGGCTCTG
Rv: CAGAGCCTGCTTATCGATGCTGGAGTCCA

BRSK1 K77R

Fw: GTCGGTGCTGATGAAGGTGGAGCGGGAGA
Rv: TCTCCCGCTCCACCTTCATCAGCACCGAC

BRSK1 K158R

Fw: CCACAGAGACCTAAGGCCCGAGAACCTGC
Rv: GCAGGTTCTCGGGCCTTAGGTCTCTGTGG

BRSK1 K203R

Fw: GTCCAGAGGTGATTAGGGGGGAAAAATATG
Rv: CATATTTTTCCCCCCTAATCACCTCTGGAC

BRSK1 K621R

Fw: CTCTCAGCAGCATCAGAGCAGACATCGTCC
Rv: GGACGATGTCTGCTCTGATGCTGCTGAGAG

BRSK2 K62R

Fw: GTCGGTGCTGATGAGGGTGGAGCGGGAGA
Rv: TCTCCCGCTCCACCCTCATCAGCACCGAC

BRSK2 K143R

Fw: CCACAGGGATCTGAGACCTGAAAACCTCC
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Rv: GGAGGTTTTCAGGTCTCAGATCCCTGTGG

BRSK2 K547R Fw: CTCTGAGCTCCATCAGGGCTGACATCGTGC
Rv: GCACGATGTCAGCCCTGATGGAGCTCAGAG

Tabla M.8 Secuencia de los primers utilizados para mutagénesis dirigida. Los primers fueron
sintetizados por Isogen Life Science.

M.10 TRANSFECCION DE DNA EN CELULAS DE MAMIFERO.

La lista con los vectores de expresion en mamiferos utilizados en este trabajo se adjunta en el
Anexo IV. La mayoria de ellos fueron clonados por la Dra. Maria Deak del MRC Protein
Phosphorylation Unit (Dundee, UK) y donados por el Professor Dario Alessi. En todos los
experimentos de transfeccion se uso el correspondiente plasmido vacio como control. En funcién
del tipo celular, se utilizaron 2 métodos de transfeccion: polietilienamina (PEI) en células HEK-293

y Hela, y lipofectamina 2000 en células PC12.

M.10.1 TRANSFECCION CON POLIETILENAMINA (PEI).

La técnica de transfeccién con polietilenamina (PEI, Polysciences Inc.) se basa en la
formacion de un complejo DNA-polimero catidnico: los cationes del polimero capturan el DNA en
suspension y lo condensan sobre si, favoreciendo la entrada del DNA en la célula. Se preparo un
stock de trabajo a una concentracién de 1 mg/ml de PEI en agua pH 7.4, y se alicuoto y guardo a
-80°C. La relacion DNA:PEI (ug:ul) para obtener niveles optimos de transfeccion debe ser
determinada previamente para cada tipo celular, y la encontrada en este trabajo para células
HEK-293 y HelLa fue de 1:10.5y 1:7.5 (ug:ul), respectivamente.

Las células a transfectar fueron subcultivadas en placas de 10 cm el dia de antes para
obtener el 50-70% de confluencia. Al dia siguiente de la siembra, y unas horas antes de la
transfeccion, se cambié el medio de cultivo por 10 ml de DMEM fresco suplementado con 10%
FBS. En 1 ml de DMEM libre de suero se diluyd el plasmido y el PEI a la relacion descrita
anteriormente, se agité inmediatamente 5 segundos en un vortex, y se incubé 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadié gota a gota a las células (repartiendo bien por
toda la superficie y desde una cierta altura). Las células fueron incubadas durante 24-36 horas a

37°C antes de ser lisadas.
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M.10.2 TRANSFECCION CON LIPOFECTAMINA 2000.

La técnica de transfeccion con lipofectamina (Lipofectamine ™ 2000, Invitrogen) se basa en la
utlizacion de liposomas catidnicos de carga neta altamente positiva que interaccionan con los
fosfatos del DNA, sirviendo de vehiculo para su entrada en la célula. Debido al bajo rendimiento
de transfeccion con PEI en células PC12, para este tipo celular se utilizé lipofectamina 2000, con
el que se obtuvo alrededor del 90% de transfeccion. Células PC12 fueron subcultivadas en
placas de 6 pocillos el dia anterior a la transfeccion para obtener un 60-80% de confluencia. Tres
o cuatro horas antes de la transfeccion, los 2 ml de medio de cultivo fueron sustituidos por 1 ml
de medio sin antibiético. En un tubo Falcon de 15 ml, se disolvieron 0.5 ug del DNA a transfectar
en 0.5 ml de medio OPTIMEM (Gibco), y en otro tubo 5 pl de lipofectamina en 0.5 ml de
OPTIMEM (relacion DNA:lipofectamina 1:10 (ug: ul) recomendada por la casa comercial). Tras 5
minutos a temperatura ambiente, la lipofectamina se afiadié sobre el DNA, se agité suavemente,
y se dejo reposar la mezcla a temperatura ambiente durante 20 minutos. A continuacion se
afnadio la mezcla gota a gota sobre las células a transfectar. Transcurridas 3-4 horas, el medio de
transfeccion se cambié por medio completo atemperado, y se incubaron durante 24-36 horas a
37°C antes de ser lisadas.

M.11 ANALISIS ESTADISTICO.

Las figuras, tablas y analisis estadisticos fueron generadas utilizando los softwares ImageJ
1.43r (Wayne Rasband, National Institutes of Health), Prism 3.0 (GraphPad) o Adobe Photoshop
CS2. La significancia estadistica se determind mediante el programa Prism 3.0 utilizando el
analisis de variancia ANOVA de una via, seguido por el test de correccion Tukey de comparacion
multiple. Se consideré un valor estadisticamente significativo cuando P<0.05, y los grados de

significancia se expresaron como * P<0.05, ** P<0.01 y *** P<0.001.
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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
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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
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[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-S262Tau

(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 Autonoma
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, 5mM KCl,
5mM NaHCOs;, 1mM MgCl,, 1.2mM 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 KCl, 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 4+ 60 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 at4 °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-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 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-p-cyclodextrin (MBCD, Sigma, Spain) treatments were
performed with purified synaptosomes prior to detergent solubili-
zation. MBCD 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-HCI (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 1puM 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, 5mM 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 (1.5x 10/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-NEK®6, using 5 ml Ni-NTA-agarose resin [25]. BRSK1 and BRSK2
were purified with yields of approx. 5mg/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

PEBG-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-HCl, pH 7.5, 1 mM EGTA,
1 mM EDTA, 1% (w/v) Triton X-100, 1 mM sodium orthovanadate,
10 mM sodium-p-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-HCI,
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 ng 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 pug/ml ampicillin was grown until
the absorbance at 600 nm was 0.8. 100 uM isopropyl-3-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->?P]-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 uL
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 pug/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. (A) Mouse cortical neurons were cultured for 10 days, fixed with para-
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 pm.

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

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 (mBCD), prior to Brij 98 extraction. mpCD 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, mpBCD 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-3-cyclodextrin (mpBCD)
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

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 MARKA4.

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/Kp,) 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 uM, 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 GM1. Since glycolipids such as
GM1 are not extracted by the chloroform/methanol mix used for
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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 uM 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



A. Rodriguez-Asiain et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1811 (2011) 1124-1135 1133

Lipid Concentration (mg/ml) Molar ratio
Phaosphatidylcholine 1,429 + 0,082 1
Cholesterol 0,656 + 0,028 0,89
Sphingomyelin 0,184+ 0,010 0,13
40017
*K
% g 3001
g *
‘d — e
o g 2001
—
%3
=
m S 1004 T
g
control synthetic raft
vesicles vesicles
2507
*
2004 T
w
@
>3
ET 150
b
=
Q
Z0o
g
50
0 . .
- + - + - + synthetic vesicles
BRSK1 BRSK2 MARK4

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 ul of synthetic vesicles were tested for
BRSK1, BRSK2 and MARK4 kinase activities. Activity values are the mean4S.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 mpCD 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)
Py, PI(3,5)P,, PI(4,5)P,, PI(3,4,5)P;), 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 BRSK2 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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ANEXO lII:

Lista de anticuerpos utilizados.






Anticuerpo contra: Suministrado por: Fabricado en: Usado para: MW (kDa)
Actina Sigma #A-1978 Mouse WB 1:20000 45
BRSK1 MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) * Sheep WB 0.1-2 pg/ml 85

:CP) é.ggug/ml
BRSK2 MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) * Sheep WB 0.1-2 pg/ml 75

:g é.ggug/ml
pT-loop BRSK MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) * Sheep WB 1 pg/ml 85 & 75
ERK1/2 Cell Signaling #4695 Rabbit WB 1:1000 44 & 42
pERK1/2 Cell Signaling #4370 Rabbit WB 1:1000 44 & 42
Flotilina-1 BD-Transduction laboratories #610820 Mouse WB 1:1000 47
GAPDH Ambion #4300 Mouse WB 0.2 pg/ml 37
GFAP Abcam #ab7260 Rabbit IC 1:200 -
GST Santa Cruz #sc-459 Rabbit WB 1:5000 -
HA Sigma #H-3663 Mouse WB 1:1000-10000 -
LKB1 MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) * Sheep WB 0.5-2 pg/mi 55
MAP2 Sigma #M-9942 Mouse IC 1:200 -
Myc Sigma #M-4439 Mouse WB 1:1000-5000 -
Receptor de transferrina Zymed Laboratories #136800 Mouse WB 1:1000 90




SENP1 College of Life Sciences (Dundee, UK) ** Sheep WB 1:1000 75
SENP2 College of Life Sciences (Dundee, UK) ** Sheep WB 1:2000 60
Sinaptofisina Sigma #S-5768 Mouse IC 1:200 --
Sintaxina-1 Sigma #S-0664 Mouse WB 1:10000-150000 35

IP 0.5pug

IC 1:200
pSer188-sintaxina In house (Anexo IlI) Rabbit WB 0.1-1 pg/ml 35
SNAP25 Sigma #WHO0006616M1 Mouse WB 1:2000 25
STRADa MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK) * Sheep WB 0.5-2 pg/ml 50
SUMO2 College of Life Sciences (Dundee, UK) ** Sheep WB 1 ug/ml --
Tau Milipore #MAB3420 Mouse IC 1:200 70
pSer262-tau Biosource #44-750G Rabbit WB 1:5000 70
Thy-1 Cancer Research Institute (London, UK) *** Mouse WB 1:1000 27
B-lll-tubulina Abcam #ab7751 Mouse WB 1:1000-10000 50

Tabla Anexo llI: Lista de anticuerpos utilizados. WB, western blot; IP, immunoprecipitation; IC, immnunocytochemistry. Los asteriscos sefalan
anticuerpos cedidos por: * Dario R. Alessi; ** Ron T. Hay; *** Giampietro Schiavo.




ANEXO IV:

Lista de plasmidos utilizados.






Vector Proteina de fusion Procedencia
VECTORES DE EXPRESION EN CELULAS PROCARIOTAS

pGEX GST-HA-BRSK1 WT Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX GST-HA-BRSK1 T189A Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX GST-HA-BRSK1 T189E Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX GST-HA-BRSK2 WT Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX GST-HA-BRSK2 T174A Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX GST-HA-BRSK2 T174E Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pGEX GST-tau-1 Dr. Joan Blasi

Universitat de Barcelona (UB)
pTrcHis A His-SNAP25 Dr. Joan Blasi

Universitat de Barcelona (UB)
pGEX GST-sinaptobrevina Dr. Joan Blasi

Universitat de Barcelona (UB)
pGEX GST-Munc18 Dr. Joan Blasi

Universitat de Barcelona (UB)
pGEX GST-sintaxina-1A WT Dr. Joan Blasi

Universitat de Barcelona (UB)
pGEX GST-sintaxina-1A[1-102] In house
pGEX GST-sintaxina-1A[1-168] In house
pGEX GST-sintaxina-1A S188A In house
pGEX GST-sintaxina-1A S188D In house
pGEX GST Dr. Néstor Gébmez

Universitat Autdbnoma de Barcelona (UAB)

VECTORES DE EXPRESION EN CELULAS EUCARIOTAS

pEBG2T GST-HA-BRSK1 WT Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pEBG2T GST-HA-BRSK1 T189A Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)




pEBG2T

GST-HA-BRSK1 T189E

Dr. Dario R. Alessi
MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)

pEBG2T GST-HA-BRSK1 K77R In house
pEBG2T GST-HA-BRSK1 K158R In house
pEBG2T GST-HA-BRSK1 K203R In house
pEBG2T GST-HA-BRSK1 K621R In house
pEBG2T GST-HA-BRSK2 WT Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pEBG2T GST-HA-BRSK2 T174A Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pEBG2T GST-HA-BRSK2 T174E Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pEBG2T GST-HA-BRSK2 K62R In house
pEBG2T GST-HA-BRSK2 K143R In house
pEBG2T GST-HA-BRSK2 K547R In house
pEBG2T GST-HA-MARK4 Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pEBG2T GST-LKB1 WT Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pEBG2T GST-LKB1 KI Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pEBG2T GST Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMV Flag-STRADa Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMV Flag-MO25a Dr. Dario R. Alessi

MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)
pCMV Sp1 Dr. Tjien

University of California (USA)
pCMV Dr. Néstor Gémez

Universitat Autdbnoma de Barcelona (UAB)
pCDNA3 MEK1-EE Dr. Néstor Gomez

Universitat Autonoma de Barcelona (UAB)
pCDNA3 H-Ras V12 Dr. Néstor Gomez

Universitat Autonoma de Barcelona (UAB)
pCDNA3 H-Ras N17 Dr. Néstor Gémez

Universitat Autonoma de Barcelona (UAB)




pCDNA3 Sintaxina-1A Dr. Joan Blasi
Universitat de Barcelona (UB)

pCDNA3 His-SUMO2 Dr. Ron T. Hay
College of Life Sciences (Dundee, UK)

pCMV Myc-SUMO2 Dr. Sadowski
University of Toronto (Canada)

pCDNA3 Ubc9 Dr. Ron T. Hay
College of Life Sciences (Dundee, UK)

pCDNA-Myc9 Myc-SENP1 WT Dr. Chin Ha Cheng
Seoul National University (Korea)

pCDNA-Myc9 Myc-SENP1 Inactive (C630A) Dr. Chin Ha Cheng
Seoul National University (Korea)

pCDNA-Myc9 Myc-SENP2 WT Dr. Chin Ha Cheng
Seoul National University (Korea)

pCDNA-Myc9 Myc-SENP2 Inactive (C466A) Dr. Chin Ha Cheng
Seoul National University (Korea)

pCDNA3 Dr. Néstor Gémez
Universitat Autdbnoma de Barcelona (UAB)

pFastBAC His-BRSK1 Dr. Dario R. Alessi
MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)

pFastBAC His-BRSK2 Dr. Dario R. Alessi
MRC Protein Phosphorylation Unit (Dundee, UK)

pGL2 Luciferase-BRSK1 promoter Josep Esadamala
Universitat Autoonoma de Barcelona (UAB)

pGL2 Dr. Néstor Gémez
Universitat Autonoma de Barcelona (UAB)

Tabla Anexo IV: Lista de plasmidos utilizados. Todos los vectores de expresion utilizados se
seleccionan por resistencia a ampicilina; el vector pFastBAC lo hace también por gentamicina.












