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R.2 Papel de BRSK1 y BRSK2 en la diferenciaciéon neuronal.

Las BRSKs juegan un papel primordial en promover y mantener una correcta polaridad
durante estadios tempranos de la diferenciacion neuronal, como se deduce por la incapacidad de
las neuronas de ratones deficientes en BRSK1 y BRSK2 de polarizar correctamente el eje axén-
dendrita, lo que conlleva la muerte de estos animales en las 2 horas después del nacimiento
(Kishi et al, 2005). Ademas, las BRSKs regulan también procesos mas tardios del desarrollo
neuronal, tales como la sinaptogénesis y la funcién sinaptica en neuronas maduras (Crump et al,
2001; Inoue et al, 2006). Sin embargo, se desconocen los mecanismos moleculares por los que
las BRSKs orquestan la diferenciacion neuronal, en parte debido a que faltan por describir los
mecanismos implicados en la regulacion de su actividad quinasa y expresion en la neurona. Uno
de los objetivos de este trabajo ha sido caracterizar el patrén de expresion de las BRSKs a lo
largo del proceso de diferenciacion neuronal e identificar, mediante el uso de una linea celular
estable, las vias de sefalizacion implicadas en la expresion de estas quinasas. Los resultados
derivados del estudio de la expresion génica de las BRSKs que se recogen en este capitulo se
han realizado en estrecha colaboracion con Josep Espadamala y el Dr. Néstor Gomez

(Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Universitat Autbonoma de Barcelona).

R.2.1 Distribucion tisular y regional de BRSK1 y BRSK2.

La caracterizacion de los anticuerpos anti-BRSK1 y anti-BRSK2 expuesta en el capitulo 1 de
Resultados, ha permitido llevar a cabo un estudio detallado sobre la distribucién de estas
quinasas en diferentes tejidos y, por primera vez, en diferentes regiones del cerebro de rata.

La figura R.11 muestra el patron de expresién de BRSK1 y BRSK2 en diferentes tejidos de
rata (cerebro, corazén, musculo esquelético, higado, tejido adiposo, pancreas, testiculo, rifion y
bazo), tanto a nivel de expresion proteica (inmunoblot) como de actividad enzimatica
(histogramas). De acuerdo con observaciones previas (Kishi et al, 2005), el cerebro es el 6rgano
que presenta la mayor expresion y actividad de BRSK1 y BRSK2, aunque también se encuentran
(en mucho menor grado) en testiculos. Cabe destacar la expresion significativa de BRSK2 en
pancreas, que sugiere una posible funcién de BRSK2 en este 6rgano.

Con el fin de caracterizar la distribucion de las BRSKs en cerebro, se diseccioné hipocampo,
cortex, cerebelo y bulbo olfatorio de un cerebro de rata de 4 semanas de edad. La determinacion
de los niveles de expresion y actividad quinasa de las BRSKs para cada regién muestra que
ambas isoformas presentan una distribucion muy similar (figura R.12): estan presentes en todas
las regiones analizadas, si bien hipocampo y cortex son las areas con mayor expresion de
BRSKs (hecho que correlaciona con una actividad enzimatica mayor en estas dos regiones).
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Figura R.11 Distribucion tisular y actividad quinasa de BRSK1 y BRSK2 de rata. Homogenados
de los tejidos de rata indicados fueron analizados mediante inmunoblot (25 pg) utilizando los
anticuerpos anti-BRSK1 y anti-BRSK2 (paneles inferiores). Los histogramas muestran la actividad
especifica para cada quinasa, determinada mediante inmunoprecipitacion de 300 ug de proteina de
cada tejido y ensayo radiométrico utilizando 200 yM péptido sustrato AMARA y 100 uM 2p_[y-
ATP]/Mg%. Los valores de actividad son medias * s.d. de ensayos realizados por triplicado y
representativos de dos experimentos independientes.
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Figura R.12 Distribucién regional y actividad quinasa de BRSK1 y BRSK2 de cerebro de rata. Se
diseccionaron las regiones del cerebro indicadas y los homogenados fueron analizados mediante
inmunoblot (25 pg) utilizando los anticuerpos anti-BRSK1 y anti-BRSK2. Se usa B-tubulina como
control de carga (paneles inferiores). Los histogramas muestran la actividad especifica de BRSK1 y
BRSK2 para cada region, determinada mediante inmunoprecipitacion de 300 ug de proteina y ensayo
radiométrico utilizando 200 uM péptido sustrato AMARA y 100 pyM **P-[y-ATP]/Mg*". Los valores son
medias * s.d. de ensayos por triplicado y representativos de dos experimentos independientes.
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R.2.2 Aumento de la expresion de BRSK1 y BRSK2 durante el desarrollo
ontogénico del cerebro y la diferenciacién de neuronas corticales.

Tras aproximadamente tres semanas de gestacion, los roedores nacen cuando apenas se
esta iniciando la neurogénesis de células granulares en el bulbo olfatorio, hipocampo y cerebelo,
de manera que la mayoria de neuronas se acaban por formar alrededor del tiempo de destete
(21 dias postnatales), cuando se considera que el cerebro posee la apariencia de un cerebro
adulto (Bayer et al, 1993). Los mecanismos moleculares implicados en el establecimiento de la
polaridad neuronal y el inicio de procesos sinapticos se ponen en marcha a las dos semanas de
gestacion (E14) y van aumentando en sucesivos dias hasta la tercera o cuarta semana postnatal
(P21-28). Dada la implicacion de las BRSKs en estos procesos se decidié estudiar si de forma
paralela a ellos, el patron de expresion de estas quinasas aumenta también durante el desarrollo
ontogénico del cerebro. Con este fin se analizé la expresion de las BRSKs en dos modelos:
durante el desarrollo ontogénico postnatal del cerebro y durante el proceso de diferenciacion in

vitro de neuronas corticales en cultivo.

Analisis de la expresion y actividad de BRSK1 y BRSK2 durante el desarrollo ontogénico
del cerebro de rata.

Como se ha mencionado anteriormente, desde el nacimiento (P0) hasta el destete (P21) se
producen procesos de neurogénesis y sinaptogénesis en el cerebro de la rata. Para estudiar el
patron de expresion de BRSKs en esta etapa se obtuvieron cerebros a diferentes dias
postnatales (comprendidos entre 0 y 5 semanas) en los que se analizé los niveles de expresion y
actividad de las BRSKs mediante analisis de inmunoblot y ensayos radiométricos de las quinasas
inmunoprecipitadas. La figura R.13 muestra como los niveles de BRSK1 y BRSK2 aumentan a
lo largo del desarrollo postnatal hasta alcanzar un maximo alrededor de la cuarta semana (P25),
coincidiendo con el tiempo de destete. Estas BRSKs que se expresan de novo son funcionales,
ya que el incremento en la expresion proteica se corresponde con el aumento de actividad de

estas quinasas.

Analisis de la expresion de BRSK1 y BRSK2 durante la diferenciacion in vitro de neuronas
corticales de rata.

A continuacion se estudié el patron de expresion de las BRSKs durante la diferenciacion
neuronal de células corticales embrionarias (E17) mantenidas en cultivo in vitro durante varios
dias. Asi, siguiendo el protocolo detallado en la seccion Material y Métodos, se obtuvieron

cultivos primarios de células corticales de embriones de rata que fueron analizados mediante
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Figura R.13 Aumento de la expresion y actividad de BRSK1 y BRSK2 durante el desarrollo
postnatal del cerebro de rata. Homogenados de cerebros de rata obtenidos a los dias postnatales
indicados fueron analizados mediante inmunoblot (25 pg) utilizando los anticuerpos anti-BRSK1 y anti-
BRSK2 (paneles inferiores); se utilizd actina como control de carga. Los histogramas muestran la
actividad especifica para BRSK1 y BRSK2, determinada mediante inmunoprecipitacién de 300 pg de
proteina de cerebro y ensayo radiométrico utilizando 200 uM péptido sustrato AMARA y 100 uM 2p.
[y-ATP]/Mg**. Los valores son medias # s.d. de ensayos por triplicado y representativos de dos
experimentos independientes (* P<0.05, ** P <0.01 respecto P1).
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Figura R.14 Aumento de la expresion de BRSK1 y BRSK2 durante la diferenciacion in vitro de
neuronas corticales de rata. Los cultivos primarios de neuronas corticales de rata fueron lisados a
los dias de diferenciacion in vitro (DIV) indicados, y la expresion de BRSK1, BRSK2 y LKB1 se analizé
mediante inmunoblot. B-tubulina, marcador de diferenciacion neuronal; actina, control de carga. Los
histogramas representan la densitometria de los correspondientes inmunoblots, normalizada con los
valores control (actina). Resultados representativos de tres cultivos independientes (* P<0.05, ** P
<0.01 respecto 1 DIV).
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inmunoblot desde el dia de siembra (0 DIV) hasta 8 dias de diferenciacién in vitro (8 DIV). La
figura R.14 muestra que durante el proceso de diferenciacion de neuronas corticales se produce
un aumento de la expresiéon de BRSK1 y BRSK2 del mismo orden que el observado para el
marcador de diferenciacion neuronal B-llI-tubulina. Por el contrario, los niveles de expresion de
LKB1 (quinasa activadora de las BRSKs) se mantienen constantes a partir del segundo dia de
cultivo in vitro (2 DIV), de manera andloga al patron de expresion detectado para la actina
(control).

En paralelo se llevaron a cabo estudios inmunocitoquimicos de cultivos primarios de neuronas
corticales que corroboran los resultados obtenidos mediante inmunoblot. La figura R.15 muestra
las fotografias de inmunofluorescencia para BRSK1 y BRSK2 de cultivos de neuronas corticales
a 2, 4,7y 10 dias de diferenciacion in vitro (DIV). Como se menciona en la Introduccion, a los 2
dias de cultivo la mayoria de neuronas se encuentran en el estadio 3 de diferenciacion, donde se
observa una polaridad neuronal aparente cuando alguna de las neuritas exhibe un crecimiento
acelerado y adquiere caracteristicas axonales. En los siguientes dias de cultivo (4 DIV) se
alcanza el estadio 4 de diferenciacién en el que ocurre la maduracion de las dendritas y el axon,
seguido del estadio 5 (7 y 10 DIV) en el que finalmente se forma una entidad sinaptica funcional.
A medida que las neuronas se diferencian durante estos dias de cultivo in vitro, se observa un
aumento en la expresion de las BRSKs del mismo orden que el observado mediante inmunoblot,
siendo maxima a 10 DIV (figura R.15C). En este estadio, ambas quinasas presentan una
localizacion mayoritariamente citosdlica, encontrandose tanto en el soma como en las
prolongaciones neuronales. A pesar de que ambas isoformas se distribuyen de manera
discontinua a lo largo de estas prolongaciones, su patron de localizacion es algo dispar: BRSK1
presenta una localizacion mas puntuada, mientras que BRSK2 rinde una distribucion mas
homogénea a lo largo de las dendritas y el axon. En el siguiente capitulo de resultados (Capitulo
3) se muestran los estudios ampliados de co-localizaciéon de las BRSKs con marcadores
neuronales y gliales, donde se caracteriza en detalle el patron de distribucion de estas quinasas

en neuronas corticales.
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Figura R.15 Expresion y localizacion de BRSK1 y BRSK2 durante la diferenciacion in vitro de
neuronas corticales de rata. Neuronas corticales de rata cultivadas durante los dias de
diferenciacion in vitro (DIV) indicados, fueron analizadas mediante inmunocitoquimica (rojo) para
BRSK1 (A) y BRSK2 (B). Los paneles intermedios muestran la tincién de nucleos (Hoescht, azul), y
los inferiores la superposicion de las dos tinciones anteriores (Merged). (C) Analisis densitométrico de
la sefial inmunofluorescente de BRSK1 y BRSK2 con respecto al nimero de nucleos tefiidos. Los
valores son medias + s.d. del analisis de cinco campos. Se obtuvieron resultados similares en tres
cultivos independientes.
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R.2.3 Caracterizacion del aumento de expresion de BRSK1 y BRSK2 durante

la diferenciacién neuronal de la linea celular PC12.

Con la finalidad de caracterizar los mecanismos moleculares implicados en el aumento de
expresion de las BRSKs durante la diferenciacion neuronal se utiliz6 como modelo la linea
celular PC12 derivada 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 exposicion prolongada de células PC12 a la accion de
neurotrofinas conduce a la adquisicion de un fenotipo neuronal, por lo que resulta un modelo muy
util para el estudio de los mecanismos de sefializacién implicados en la diferenciacion. Con el
objetivo de determinar si se reproduce en PC12 el aumento de expresion de las BRSKs
observado durante el proceso de diferenciacion neuronal en homogenados de cerebro y cultivos
de neuronas corticales, se trataron células PC12 con el factor de crecimiento neuronal NGF
(Nerve Growth Factor) y se analizé la expresion de las BRSKs mediante inmunoblot a varios dias
de diferenciacion. La figura R.16A muestra como en respuesta a la accion de NGF, las células
dejan de dividirse y pasan de ser redondeadas a presentar una morfologia tipica neuronal,
obteniendo un cultivo diferenciado a los 5-7 dias de exposicion a NGF. El analisis mediante
inmunoblot de lisados de células PC12 a diferentes dias de tratamiento con NFG muestra un
incremento en los niveles de BRSK1 y BRSK2, analogo al observado para el marcador de
diferenciacién neuronal tubulina-B-Ill (figura R.16B). Por el contrario, otros componentes de la
via de sefalizacion LKB1-BRSK (como la propia LKB1 y su subunidad activadora STRADa)
presentan una elevada expresion en células no diferenciadas, que no se ve alterada a lo largo
del proceso de diferenciacion estimulado por NGF. Este trabajo constituye la primera descripcion
de la induccion de la expresion de las quinasas BRSKs en respuesta a factores de crecimiento
neuronales, como el NGF.

Estos resultados validan las células PC12 como modelo de diferenciacion neuronal para el
estudio de las vias de sefializacion implicadas en el aumento de expresion de las BRSKs. En los
siguientes apartados se recogen los resultados derivados de estos estudios, que sefalan la via
de la MAP quinasa ERK1/2 y el factor de transcripcion SP1 como responsables de la activacion

del promotor de BRSK y del consecuente aumento de expresion de la proteina.

R.2.4 Activacién del promotor de BRSK1 durante la diferenciacion neuronal en

respuesta a las neurotrofinas NGF y BDNF.
Un aspecto relevante del incremento de expresion de las BRSKs observado durante la
diferenciacion neuronal es discernir si es consecuencia o no de la activaciéon del promotor y, por

tanto, de sintesis de novo de mRNA. Con este fin, Josep Espadamala (del laboratorio del Dr.
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Figura R.16 Expresion de la via LKB1-BRSKs durante la diferenciacion neuronal de células
PC12 inducida por NGF. (A) Microfotografias de contraste de fase de células PC12 a 1, 3y 7 dias de
diferenciacién inducida con 150 ng/ml de NGF. Control (Ctrl), células sin tratar mantenidas 7 dias en
cultivo. (B) Analisis de la expresion mediante inmunoblot de BRSK1, BRSK2, LKB1 y STRADa a los
dias indicados de diferenciacion. B-tubulina, marcador de diferenciacion neuronal; ERK1/2, control de
carga. Resultados representativos de al menos tres experimentos independientes.

Néstor Gémez, Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, UAB) clon6 1 kb de la region
upstream del inicio de transcripcion del gen de BRSK1 de rata en un vector luciferasa reporter
pGL2, lo que ha supuesto clonar por primera vez el promotor de una BRSK (Josep Espadamala,
Tesis Doctoral en preparacion). Se trata de un promotor que carece de TATA box y que presenta
gran cantidad de regiones ricas en CG (islas CG).

Para estudiar si el aumento de expresion de las BRSKs observado durante la diferenciacion
neuronal de células PC12 es consecuencia de la activacién del promotor, estas células fueron
transfectadas con el vector pGL2-luciferasa que contiene la region de 1 kb del promotor de
BRSK1 (pGL2-BRSK1-promoter), y tratadas posteriormente con NGF o EGF (Epidermal Growth
Factor). A diferencia del NGF, el EGF no induce la diferenciaciéon de células PC12 al tratarse de
un activador agudo, y no sostenido, de ERK1/2. Como se muestra en las fotografias de
microscopia de contraste de fase (figura R.17A), tras dos dias de tratamiento con NGF las
células PC12 empiezan a emitir prolongaciones (neuritas), mientras que las tratadas con EGF
mantienen su morfologia redondeada inicial.

Las medidas de actividad luciferasa muestran que el NGF, pero no el EGF, provoca la
activacion del promotor de BRSK1 a las 24 horas de tratamiento, activacion que se mantiene a
las 36 y 48 horas (figura R.17B). El correspondiente inmunoblot muestra que la activacion del

promotor en respuesta a NGF se traduce en un incremento en los niveles proteicos de BRSK1.
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Idéntico resultado se obtuvo para los niveles de BRSK2, mientras que no se detectd expresion
de las BRSKs cuando las células fueron expuestas a EGF (figura R.17C). Como control, la
diferenciacion de células PC12 inducida por NGF, pero no por EGF, provoca un aumento de
expresion del marcador B-tubulina, asi como el incremento de los niveles de fosforilacion de
ERK?1/2. Por ultimo, los niveles de LKB1 se mantienen inalterables independientemente del factor

de crecimiento utilizado.
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Figura R.17 Activacion del promotor de BRSK1 en respuesta a NGF en células PC12. (A)
Fotografias de contraste de fase de células PC12 tratadas durante 2 dias con 150 ng/ml de NGF o 50
ng/ml de EGF. (B) Actividad luciferasa de células PC12 transfectadas con el vector reporter pGL2-
BRSK1-promoter y tratadas 24 horas después con NGF (150 ng/ml) o EGF (50 ng/ml) durante los
tiempos indicados. Control (Ctrl), células transfectadas no tratadas. Actividad luciferasa en valores
respecto al control. Los resultados son medias *+ s.d. de experimentos realizados por triplicado y
representativos de tres experimentos independientes. (C) Andlisis de la expresion mediante
inmunoblot de BRSK1, BRSK2 y LKB1 de células PC12 tratadas durante 5 dias con NGF (150 ng/ml)
o EGF (50 ng/ml). B-tubulina, marcador de diferenciacién neuronal. Los resultados son representativos
de dos experimentos independientes.

A continuacion se analizo si el aumento de expresion de las BRSKs en neuronas corticales
respondia, al igual que en el modelo PC12, a una activacion previa del promotor en respuesta a
neurotrofinas. Para ello, neuronas corticales embrionarias de rata cultivadas 2 dias in vitro (2
DIV) se transfectaron con el vector pGL2-BRSK1-promoter y se trataron con la neurotrofina
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BDNF (Brain-derived Neurotrophic Factor). La figura R.18A muestra que el BDNF induce una
activacion significativa del promotor de BRSK1 de 2.5 y 3.5 veces a las 24 y 48 horas de
tratamiento, respectivamente. Los correspondientes inmunoblots muestran que, de acuerdo con
la observaciéon anterior, el tratamiento de neuronas corticales con BDNF resulta en un aumento
significativo en la expresién de BRSK1 y BRSK2, mientras que (analogamente a lo observado en
células PC12) no se detectan cambios en la expresion de LKB1 (figura R.18B). Como control
positivo, y de acuerdo con resultados publicados (Feng et al, 1999), el tratamiento con BDNF
provoca un aumento contundente de la expresion de SNAP25 (Synaptosomal-associated Protein

25) en este modelo.
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Figura R.18 Activacion del promotor de BRSK1 en respuesta a BDNF en neuronas corticales de
rata. (A) Neuronas corticales de rata (2 DIV) fueron transfectadas con el vector reporter pGL2-BRSK1-
promoter y tratadas 24 horas después con 50 ng/ml de BDNF durante los tiempos indicados. Control
(Ctrl), células transfectadas no tratadas. Actividad luciferasa en niveles de activacion respecto al
control. Los valores son medias + s.d. de experimentos realizados por triplicado de dos cultivos
diferentes (* P<0.05 respecto control). (B) Expresion de BRSK1, BRSK2 y LKB1 en neuronas
corticales de rata (1 DIV) tratadas con BDNF (50 ng/ml) durante los tiempos indicados. Control (Ctrl),
células no tratadas. SNAP25, marcador de diferenciacion neuronal. Los histogramas muestran el
analisis densitométrico de los inmunoblots en niveles relativos respecto al control (* P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001). Resultados representativos de dos cultivos primarios independientes.
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R.2.5 La via de senalizacion Ras—Raf-MEK1-ERK1/2 regula la expresion de
BRSK1 y BRSK2 durante el proceso de diferenciaciéon neuronal.

Como se detalla en la Introduccién, la diferenciacién en células PC12 en respuesta a
neurotrofinas es un proceso complejo en el que se ven involucradas varias de vias de
sefializacion, entre las que la activacion sostenida de la via Ras-Raf-MEK1-ERK1/2 juega un
papel primordial (revisado en Vaudry et al, 2002; Skaper, 2008). Asi, la sobre-expresion de
formas constitutivamente activas de las proteinas upstream de ERK1/2 (como Ras, Raf o MEK1)
mimetizan el efecto de diferenciacion del NGF en células PC12, mientras que, tanto la
introduccion de los correspondientes dominantes negativos como el uso de inhibidores de Raf o

MEKH1, resulta en el bloqueo del crecimiento neuritico inducido por la neurotrofina.

La sobre-expresion del mutante constitutivamente activo de MEK1 (MEK1-EE) induce la
expresion de BRSK1 y BRSK2 en células PC12.

La activacion sostenida de la MAP quinasa quinasa (MEK1) es necesaria y suficiente para
inducir la diferenciacion de células PC12, al provocar la consecuente activacion sostenida de
ERK1/2 (Cowley et al, 1994). Para comprobar si este evento es suficiente para promover la
expresion de las BRSKs se transfectaron células PC12 con un vector que codifica para una
forma de MEK1 constitutivamente activa (MEK1-EE, en el que se mimetiza su fosforilaciéon por
Raf mediante la mutacion a glutamico de las serinas en posicion 218 y 222). La figura R.19A
muestra como la sobre-expresion de MEK1-EE provoca la diferenciacion de las células PC12 a lo
largo del tiempo, alcanzando a los 7 dias un patron de extension neuritica similar al inducido por
el NGF. Los correspondientes andlisis mediante inmunoblot muestran que la diferenciacion de
células PC12 inducida por MEK1-EE resulta en un aumento significativo de la expresion de
BRSK1 y BRSK2, similar al obtenido para el marcador de diferenciacion B-tubulina, pero no
resulta en un cambio de expresion de la quinasa activadora LKB1 (figura R.19B). Los elevados
niveles de fosforilacion de ERK1/2 detectados muestran que la diferenciaciéon inducida por

MEK1-EE cursa con una activacion sostenida de estas quinasas.
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Figura R.19 Aumento de la expresion de BRSK1 y BRSK2 durante la diferenciacion de células
PC12 inducida por la sobre-expresion de MEK1 constitutivamente activo (MEK1-EE). (A)
Fotografias de contraste de fase de células PC12 que sobre-expresan MEK1-EE durante 1, 3y 7 dias.
Ctrl, control de transfeccion (vector pCDNA3). En tamafio reducido se muestran células PC12
diferenciadas tras 7 dias de tratamiento con NGF (150 ng/ml). (B) Expresién de BRSK1, BRSK2 y
LKB1 a los dias indicados de sobre-expresion de MEK1-EE, comparado con la diferenciacion inducida
por exposicion al NGF (150 ng/ml) durante 7 dias. B-tubulina y p-ERK1/2, marcadores de
diferenciacién neuronal. Los histogramas muestran el analisis densitométrico de los inmunoblots para
BRSK1, BRSK2 y LKB1 a los dias indicados de sobre-expresion de MEK1-EE, en niveles relativos
respecto al control de transfeccion (** P<0.01). Resultados representativos de tres experimentos
independientes.
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La sobre-expresion del mutante oncogénico de H-Ras (H-RasV12) induce la expresion de
BRSK1 y BRSK2 en células PC12.

Dados los resultados anteriores, la activacion de la via de ERK1/2 por encima de MEK1
deberia también inducir el aumento de expresion de las BRSKs. Para comprobarlo se
transfectaron células PC12 con vectores que codifican para formas constitutivamente activas e
inactivas de H-Ras. Numerosos autores han mostrado que la sobre-expresion de mutantes
oncogeénicos de Ras induce la diferenciacion neuronal de células PC12 (Bar-Sagi et al, 1985),
mientras que la sobre-expresion de dominantes negativos de Ras inhibe robustamente la
diferenciacion de estas células en respuesta a NGF (Szeberényi et al, 1990).

Ras es una proteina G monomeérica cuyo estado de activacién e inactivacion depende de su
union al nucledtido GTP o GDP, respectivamente. La estrategia de desplazar uno u otro
nucleétido ha sido frecuentemente usada para obtener formas siempre activas o inactivas de
Ras. En este trabajo se utilizaron 2 formas de H-Ras: H-RasV12 y H-RasN17. En la primera, la
substitucion de la Gly12 por una Val resulta en un mutante de Ras que carece de su actividad
GTPasa intrinseca, de manera que retiene GTP indefinidamente y por tanto se mantiene
constitutivamente activo. En el segundo mutante, la substitucién de la Ser17 por una Asn resulta
en una forma de Ras que presenta mayor afinidad por GDP que por GTP, lo que permite que
esté mas tiempo inactivo y actua por tanto de dominante negativo. Como se observa en la figura
R.20A, la sobre-expresion de la forma activa de Ras (H-RasV12) induce la aparicién de
extensiones neuronales detectables a 7 dias, aunque morfolégicamente no se alcanza el
entramado neuritico que provoca la accion del NGF a 7 dias de tratamiento. La sobre-expresion
de la forma inactiva (H-RasN17) no produjo efecto morfolégico alguno. De acuerdo con estas
observaciones, el andlisis mediante inmunoblot muestra que la sobre-expresion de H-RasV12
provoca un ligero aumento (pero significativo) de la expresion de BRSK1 y BRSK2 a los 7 dias,
asi como de la expresion del marcador de diferenciacion B-tubulina. Asimismo, no se detectan
cambios en los niveles proteicos de la quinasa upstream LKB1 (figura R.20B).

En general, la sobre-expresion de H-RasV12 en células PC12 no alcanza los efectos
provocados por la sobre-expresion de MEK1-EE, ni a nivel morfoldgico ni a nivel de expresion de
las BRSKs.
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Figura R.20 Aumento de la expresion de BRSK1 y BRSK2 durante la diferenciacion de células
PC12 inducida por la sobre-expresion de H-Ras constitutivamente activo (H-RasV12). (A)
Fotografias de contraste de fase de células PC12 que sobre-expresan durante 7 dias H-Ras inactivo
(H-RasN17) o constitutivamente activo (H-RasV12). En tamafio reducido se muestran células PC12
diferenciadas tras 7 dias de tratamiento con NGF (150 ng/ml). (B) Expresién de BRSK1, BRSK2 y
LKB1 a los dias indicados de sobre-expresion de H-RasV12, comparado con la diferenciacion inducida
por exposicion al NGF (150 ng/ml) durante 7 dias. RasN17, células que sobre-expresan Ras inactivo
(H-RasN17) durante 7 dias. B-tubulina, marcador de diferenciacién neuronal. Los histogramas
muestran el analisis densitométrico de los inmunoblots para BRSK1, BRSK2 y LKB1 a 7 dias de
sobre-expresion de ambas formas de H-Ras, en niveles relativos respecto H-RasN17 (** P<0.01).
Resultados representativos de tres experimentos independientes.
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Inhibidores especificos de la via de ERK1/2 bloquean el aumento de expresion de las
BRSKSs durante la diferenciacion de células PC12 inducida por NGF.

A continuacion se estudié el efecto de la inhibicion de la via de ERK1/2 en el aumento de
expresion de las BRSKs observado en respuesta a NGF. En células PC12, la inhibicién de la
cascada de sefalizacion mediada por ERK1/2 provoca un bloqueo de la diferenciacion inducida
por NGF (Pang et al, 1995). Asi, el tratamiento de células PC12 con inhibidores selectivos de
MEK1, como el PD98059 (Dudley et al, 1995) o el U0126 (Favata et al, 1998), impide la
formacién neuritica inducida por NGF, sin alterar la viabilidad celular. Ambos compuestos son
inhibidores selectivos no-competitivos de MEK1 que ejercen su efecto al unirse a la forma
inactiva de la quinasa impidiendo su activacion.

La figura R.21A muestra como el tratamiento independiente con dos inhibidores de MEK1
estructuralmente diferentes (como son el PD98059 y el U0126) resulta en el bloqueo de la
diferenciacion de células PC12 en respuesta a NGF. Consecuentemente, los correspondientes
inmunoblots (figura R.21B) muestran que la inhibicion de MEK1 inhibe el incremento de
expresion de BRSK1 y BRSK2 provocado por el NGF, asi como el del marcador de
diferenciacion B-tubulina. Sin embargo, no se detectan cambios en los niveles de expresion de
LKB1. Como control positivo se muestra que ambos inhibidores de MEK1 inhiben la fosforilacion-
activacion de ERK1/2 inducida por NGF.

En resumen, mediante la sobre-expresion de las formas activas de MEK1 y H-Ras junto con
el uso de inhibidores especificos de MEK1, se muestra que el aumento de expresién de BRSK1 y
BRSK2 durante el proceso de diferenciacion neuronal en células PC12 esta bajo el control de la

via de sefializacion de las MAP quinasas ERK1/2.
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Figura R.21 Efecto de los inhibidores de MEK1 PD98059 y U0126 sobre la expresion de BRSK1
y BRSK2 durante la diferenciacion de células PC12 inducida por NGF. (A) Fotografias de
contraste de fase de células PC12 a 5 dias de diferenciacién con NGF (100 ng/ml), pre-tratadas
durante 45 minutos con los inhibidores de MEK1 PD98059 (50 uM) y U0126 (10 uM). (B) Expresion de
BRSK1, BRSK2 y LKB1 de células PC12 estimuladas con NGF (100 ng/ml) durante 5 dias en
presencia o ausencia de los inhibidores PD98059 (50 uM) y U0126 (10 uM). B-tubulina, marcador de
diferenciacion neuronal; P-ERK1/2, control de la inhibicion de MEK1. Resultados representativos de
tres experimentos independientes.

R.2.6 El factor de transcripcion Sp1 (Specificity Protein 1) media en el
aumento de la expresion de las BRSKs durante la diferenciacion neuronal de
células PC12 inducida por NGF.

En primer lugar, se llevé a cabo un estudio in silico de la regién inédita de 1 kb del promotor

de BRSK1 clonado mediante el software AliBaba2 (http://www.gene-

regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html), algoritmo que permite la prediccion de

secuencias del DNA unidas a factores de transcripcion. El analisis identifico 18 potenciales
secuencias, 15 de las cuales corresponden a la union del factor de transcripcion Specificity
Protein 1 (Sp1). Este factor de transcripcidon es una proteina de expresion ubicua perteneciente a
la familia de factores que contienen dominios de union al DNA tipo zinc-finger. Sp1 se une a
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motivos ricos en CG activando o reprimiendo la transcripciéon de cientos de genes que carecen o
presentan TATA-box. Sp1 responde a una gran variedad de estimulos, lo que involucra a este
factor en multitud de procesos celulares, entre ellos la diferenciacion neuronal: en células PC12,
el NGF incrementa la union de Sp1 al DNA tras su fosforilacion y activacion por ERK1/2 (Atkins
et al, 2003), lo que induce la expresiéon de proteinas como la quinasa Sphingosine Kinase 1
(SPHK1) o la Ciclina D1 (Sobue et al, 2005; Marampon et al, 2008).

Para estudiar si Sp1 esta involucrado en el aumento de expresion de las BRSKs observado
durante la diferenciacion de células PC12 inducida por NGF, se realizaron en primer lugar
estudios de gene reporter. La figura R.22A muestra que la sobre-expresion de Sp1 en ausencia
de NGF produce una activacion significativa del promotor de BRSK1 (alrededor de 20 veces),
mayor incluso que la activacion inducida por NFG (8 veces). Ademas, el tratamiento con NGF de
células que sobre-expresan Sp1 resulta en una mayor activacion del promotor de BRSK1
(alrededor de 30 veces). Los correspondientes inmunoblots (figura R.22B) muestran que si bien
la sobre-expresion de Sp1 en ausencia de NGF provoca un aumento de expresion de BRSK1 y
BRSK2, este incremento es significativamente menor que el inducido por NGF. Ademas, el
efecto sinérgico del NGF y Sp1 observado a nivel de promotor de BRSK1 tampoco se refleja a
nivel de proteina, ya que células PC12 que sobre-expresan Sp1 y tratadas con NGF presentan
un aumento de expresion de las BRSKs similar al observado para células solamente expuestas
al NGF.

Con la finalidad de corroborar los resultados anteriores, se utilizé del inhibidor especifico de
Sp1 Mitramicina A. Este compuesto es un antibiético producido por bacterias Streptomyces que
actua como agente intercalante del DNA inhibiendo la unién de Sp1 a regiones ricas en CG. La
figura R.23A muestra que la inhibicion de Sp1 mediante el tratamiento con Mitramicina bloquea
completamente la activacion del promotor de BRSK1 en respuesta a NGF. Las fotografias de
microscopia (figura R.23B) muestran que, tras 4 dias de exposicion a NGF, las células PC12
pre-tratadas con Mitramicina A no presentan fenotipo diferenciado, sino que mantienen una
morfologia redondeada sin extensién de prolongaciones neuriticas. Los correspondientes
inmunoblots (figura R.23C) muestran que el tratamiento de células PC12 con Mitramicina resulta
en la inhibicion del aumento de expresion de las BRSKs inducido por NGF, asi como de la
expresion del marcador de diferenciacion neuronal B-tubulina. Los niveles de expresion de la
quinasa upstream LKB1 no se ven afectados por la sobre-expresion o inhibicién de Sp1.

En conclusion, mediante ensayos de sobre-expresion de SP1 y el uso del inhibidor especifico
Mitramicina A, se muestra que el factor de transcripcion Sp1 esta involucrado en el aumento de

expresion de las BRSKs observado durante la diferenciacion de células PC12 inducida por NGF.
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Figura R.22 El factor de transcripcion Sp1 media en el aumento de expresion de las BRSKs en
respuesta a NGF. (A) Actividad luciferasa de células PC12 co-transfectadas con el vector reporter
pGL2-BRSK1-promoter y el vector de expresion pCMV-Sp1, o vector pCMV. En los casos indicados
las células fueron tratadas después de 24 horas con 150 ng/ml de NGF durante 24 horas. Actividad
luciferasa en niveles de activacion respecto a las células transfectadas con los vectores pGL2-BRSK1-
promoter y pCMV no tratadas. Los resultados corresponden a medias +* s.d. de ensayos realizados por
triplicado y representativos de tres experimentos independientes (*** P<0.001). (B) Expresion de
BRSK1, BRSK2 y LKB1 de células PC12 transfectadas con el vector de expresién pCMV-Sp1 (+) o
vector pCMV (-) y, en los casos indicados, estimuladas después de 24 horas con NGF (150 ng/ml)
durante 5 dias. B-tubulina, marcador de diferenciacion neuronal. Los histogramas muestran el analisis
densitométrico de los correspondientes inmunoblots en niveles relativos respecto al control (Ctrl,
células PC12 transfectadas con el vector pCMV no tratadas) (** P<0.01, *** P<0.001 respecto al
control). Resultados representativos de tres experimentos independientes.
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Figura R.23 Efecto del inhibidor de Sp1 Mitramicina A en la expresion de BRSK1 y BRSK2
durante la diferenciacion de células PC12 inducida por NGF. (A) Actividad luciferasa de células
PC12 transfectadas con el vector reporter pGL2-BRSK1-promoter. En los casos indicados las células
fueron tratadas después de 24 horas con 150 ng/ml de NGF durante 24 horas, previo tratamiento con
40 nM de Mitramicina A (Mithra.) durante 45 minutos. Actividad luciferasa en niveles respecto a las
células no tratadas. Los resultados son medias * s.d. de ensayos realizados por triplicado y
representativos de tres experimentos independientes (*** P<0.001 respecto células no tratadas). (B)
Fotografias de contraste de fase de células PC12 tratadas con 150 ng/ml de NGF durante 4 dias
(imagen superior), y pre-tratadas con 40 nM de Mitramicina durante 45 minutos (imagen inferior). (C)
Expresion de BRSK1, BRSK2 y LKB1 de células PC12 estimuladas con NGF (150 ng/ml) durante 4
dias en presencia (+) o ausencia (-) del inhibidor Mitramicina A (40 nM, 45 minutos). B-tubulina,
marcador de diferenciacion neuronal. Resultados representativos de tres experimentos
independientes.
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RESUMEN

Mediante el uso de los anticuerpos anti-BRSK1 y anti-BRSK2 descritos en el capitulo anterior
se ha descrito que la expresion de estas quinasas se restringe al cerebro. Mediante ensayo
radiométrico de determinacién de actividad quinasa de extractos celulares y titulares, se ha
determinado que las BRSKs expresadas en cerebro son activas. BRSK1 y BRSK2 se expresan
en todas las regiones del cerebro estudiadas, en mayor grado en hipocampo y cértex (areas con
mayor actividad BRSK). Mediante técnicas de inmunoblot e inmunocitoquimica, se muestra que
durante el desarrollo ontogénico del cerebro de rata y la diferenciacion de neuronas corticales
en cultivo, se produce un aumento de expresion de BRSK1 y BRSK2 (pero no su activador
LKB1), analogo al del marcador de diferenciacion neuronal B-tubulina. Con el objetivo de
caracterizar las vias de sefializacion implicadas en el aumento de expresion de las BRSKs se
ha utilizado el modelo de diferenciacion neuronal PC12 en respuesta a neurotrofinas. Durante la
diferenciacion de células PC12 inducida por NGF, se produce un aumento de la expresion de
BRSK1 y BRSK2 (paralelo al del marcador de diferenciacién B-tubulina), mientras que no se
detectan variaciones en los niveles proteicos de la quinasa upstream LKB1 o STRADa.
Mediante experimentos de gene reporter con la secuencia inédita de 1 kb del promotor de
BRSK1, se muestra que el NGF, pero no el EGF, induce la activacion del promotor de BRSK1
durante la diferenciacion de células PC12. Similares resultados se obtienen en neuronas
corticales de rata estimuladas con el factor neurotréfico diferenciador BDNF. Mediante
experimentos de sobre-expresion de formas constitutivamente activas de MEK1 y H-Ras
(MEK1-EE y H-RasV12), asi como el uso de inhibidores de MEK1 (PD98059 y U0126), se
muestra que el incremento de la expresion de las BRSKs durante la diferenciacion neuronal en
células PC12 estd mediado por la via de sefalizacion de ERK1/2. Por ultimo, se muestra que el
factor de transcripcion Sp1 esta implicado en el aumento de expresion de las BRSKs observado
durante la diferenciacion en células PC12, mediante experimentos de sobre-expresion de Sp1y

uso del inhibidor especifico de Sp1 Mitramicina A.
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