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R.3 Localizacion de BRSK1 en microdominios de membrana lipid rafts:
efecto del entorno lipidico en su actividad quinasa.

Ademas de la activaciéon por LKB1, a dia de hoy poco mas se sabe sobre la regulacién de las
BRSKs. Como se detalla en la Introduccion, las evidencias experimentales obtenidas 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 podria ser también constitutiva. Esto hace suponer la
existencia de otros mecanismos de regulacion implicados en modular la actividad de estas
quinasas. En el presente capitulo se presentan los resultados derivados de estudios sobre la
localizacion celular de las BRSKs, en los que se describe la presencia de una poblacion de
BRSK1 en microdominios de membrana lipid rafts de sinaptosomas de cerebro de rata. Se
muestra que su localizacién en este peculiar entorno lipidico modula positivamente la actividad
de BRSK1, lo que resulta en un nuevo mecanismo de regulacion basado en la localizacion de la
quinasa en un enclave lipd rafts. La mayor parte de los resultados que se muestran a
continuacion se han publicado en Biochimica et Biophysica Acta (BBA) Molecular and Cell
Biology of Lipids, y se adjuntan en formato articulo en el Anexo | de esta Memoria.

R.3.1 Distribucion de BRSK1 y BRSK2 en cultivos primarios de neuronas

corticales.

En primer lugar se caracterizé en detalle el patrén de distribucion de las BRSKs en cultivos de
neuronas corticales. Para ello, se obtuvieron cultivos primarios de neuronas corticales de rata
(E17) que fueron analizados a 4 y 10 dias de diferenciacion in vitro (DIV) mediante tincion
inmunocitoquimica utilizando diferentes anticuerpos. Se escogieron estos dias para cubrir dos
etapas diferentes de diferenciacion in vitro: una etapa mas temprana (estadio 4 a 4 DIV) en que
las neuronas, con una polaridad ya aparente, maduran las dendritas y el axén, y una etapa tardia
(estadio 5 a 10 DIV) en la que finalmente se forman estructuras sinapticas funcionales. A pesar
de tratarse cultivos puros de neuronas, se aprovechod la aparicion esporadica de células gliales
para estudiar también en la fase madura del cultivo (10 DIV) la presencia de las BRSKs en este

tipo celular no neuronal.

Localizacion de BRSK1 y BRSK2 en neuronas corticales de rata.

Las figuras R.24 y R.25 muestran la localizacion de BRSK1 y BRSK2 respectivamente,
mediante analisis inmunocitoquimico de neuronas corticales a 4 y 10 dias de diferenciacion in
vitro. Los patrones de distribucion celular se obtuvieron mediante doble tinciéon para cada BRSK
(rojo) y para tres marcadores neuronales (verde): el marcador axonal tau-1 (A), el marcador
dendritico MAP2 (B) y el marcador de vesiculas sinapticas sinaptofisina (C).
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Figura R.24 Distribucion de BRSK1 en neuronas corticales de rata a 4 y 10 dias de
diferenciacion. Microscopia de fluorescencia de neuronas corticales de rata cultivadas in vitro
durante 4 o 10 dias (DIV), fijadas con paraformaldehido y visualizadas mediante inmunofluorescencia
para BRSK1 (rojo, primer panel) y los marcadores neuronales (verde, segundo panel) tau-1 (A), MAP2
(B) y sinaptofisina (C). El tercer panel muestra la tincion de nudcleos (Hoescht), y el cuarto la
superposicion de los tres anteriores (Merged). La barra blanca de escala representa 20 pm.
Resultados representativos de dos cultivos primarios independientes.
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Figura R.25 Distribucion de BRSK2 en neuronas corticales de rata a 4 y 10 dias de
diferenciacion. Microscopia de fluorescencia de neuronas corticales de rata cultivadas in vitro
durante 4 o 10 dias (DIV), fijadas con paraformaldehido y visualizadas mediante inmunofluorescencia
para BRSK2 (rojo, primer panel) y los marcadores neuronales (verde, segundo panel) tau-1 (A), MAP2
(B) y sinaptofisina (C). El tercer panel muestra la tincion de nudcleos (Hoescht), y el cuarto la
superposicion de los tres anteriores (Merged). La barra blanca de escala representa 20 pm.
Resultados representativos de dos cultivos primarios independientes.

10 DIV
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Como se habia mostrado anteriormente para neuronas hipocampales de raton (Inoue et al,
2006), BRSK1 presenta un patrén de distribucion puntuado en neuronas corticales maduras (10
DIV), similar al observado para los marcadores tau-1 y sinaptofisina (paneles inferiores figura
R.24A y C). En este estadio, la doble tincion de BRSK1 y MAP2 muestra como una parte de la
quinasa localiza con MAP2 en el soma y en las prolongaciones no axonales, aunque de manera
puntuada y no siguiendo su distribucion homogénea (paneles inferiores figura R.24B). Por tanto,
BRSK1 se encuentra en el soma, axén y dendritas de neuronas maduras presentando un patron
puntuado.

A 4 dias de diferenciacion (4 DIV), el nivel de expresion de BRSK1 es menor que a 10 dias y
presenta por el contrario una distribucion mas homogénea a lo largo del soma y las
prolongaciones neuronales, co-localizando con tau-1 en el axén y MAP2 en las dendritas
(paneles superiores figura R.24A y B). En este estadio, la expresion del marcador vesicular
sinaptofisina también es menor, aunque a diferencia de BRSK1 ya presenta un patrén puntuado
de distribucion que mantiene a lo largo de la diferenciacion (paneles superiores figura R.24C).

Comparado con BRSK1, BRSK2 posee una distribucion en neuronas maduras que presenta
algunas diferencias. A 10 dias de diferenciacion (10 DIV), BRSK2 localiza de manera no tan
puntuada y mas homogénea a lo largo del soma y las prolongaciones neuronales, similar a la
distribucion de tau-1 en el axén y de MAP2 en dendritas (paneles inferiores figura R.25A y B).
La doble tincién con sinaptofisina muestra la presencia de un pool de BRSK2 que co-localiza con
este marcador vesicular, aunque se distribuye de forma mas lineal y tifendo mayormente otras
regiones celulares (paneles inferiores figura R.25C).

En estadios mas tempranos de diferenciacion (4 DIV, estadio 4), BRSK2 presenta sin
embargo una distribucion muy similar a BRSK1, con presencia continua a lo largo del soma,
dendritas y axén (paneles superiores figura R.25).

Las diferencias de distribucion de las BRSKs se hacen por tanto mas evidentes en la fase
madura de la diferenciaciéon (cuando se forman las estructuras sinapticas activas, 10 DIV), donde
ambas quinasas estan presentes en las mismas regiones pero de manera mas puntuada para
BRSK1 y lineal para BRSK2.

Localizacion de BRSK1 y BRSK2 en astrocitos corticales de rata.

Al analizar en detalle las preparaciones de los experimentos anteriores, en algunos campos
se observd marcaje para las BRSKs en células no tefidas con los marcadores neuronales
utilizados. Estas células de mayor tamafio rindieron tincion GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein)
positiva, y se tratan por tanto de células gliales astrocitarias. Para estudiar la presencia de las
BRSKs en astrocitos se realizaron estudios de inmunofluorescencia con doble tincién para las
BRSKs (verde) y GFAP (rojo) en cultivos primarios de neuronas corticales a 10 DIV. Estos

cultivos, a pesar del uso de factores especificos de diferenciacion neuronal, suelen presentar
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esporadicamente células gliales, mayoritariamente astrocitos. Como muestra la figura R.26,
tanto BRSK1 como BRSK2 se distribuyen de manera continua por el soma y las prolongaciones
de astrocitos, donde co-localizan con el marcador especifico GFAP. Esta es la primera vez que

se describe la presencia de las BRSKs en células gliales.

BRSK1 GFAP Hoestch

GFAP Hoestch

Figura R.26 Localizacion de BRSK1 y BRSK2 en astrocitos de rata. Cultivos primarios de
neuronas corticales de rata fueron fijados con paraformaldehido a 10 dias de diferenciacion in vitro.
Mediante inmunofluorescencia se analizé la presencia de BRSK1 y BRSK2 en astrocitos (verde,
primer panel) a través de la doble tinciéon con el marcador especifico glial GFAP (Glial Fibrillary Acidic
Protein) (rojo, segundo panel). El tercer panel muestra la tincion de nucleos (Hoescht), y el cuarto la
superposicion de los tres anteriores (Merged). La barra blanca de escala representa 20 pm.
Resultados representativos de dos cultivos primarios independientes.

R.3.2 Localizacion de BRSK1 en la fraccion de membrana resistente a la

solubilizaciéon con Triton X-100.

Inoue et al., utilizando microscopia inmunoelectronica, describen a la BRSK1 de neuronas
hipocampales como una quinasa asociada fuertemente a vesiculas sinapticas y a la cito-matriz
presinaptica de la zona activa (Inoue et al, 2006). Para confirmar la fuerte asociacién de BRSK1
a estas estructuras, neuronas corticales de rata cultivadas durante 10 dias (10 DIV) fueron
tratadas brevemente con el detergente no idnico Triton X-100 antes de ser fijadas con
paraformaldehido. Mediante analisis inmunocitoquimico de doble marcaje se analizé la
resistencia al lavado de BRSK1 (rojo) y del marcador soluble de vesiculas sinapticas
sinaptofisina (verde). La figura R.27 (paneles inferiores), muestra que el detergente Triton X-100
es incapaz de extraer completamente a BRSK1 de las extensiones neuronales, mientras que si

extrae totalmente al marcador sinaptico sinaptofisina. Asi, y de acuerdo a lo observado por Inoue
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et al, un pool de BRSK1 se asocia a los terminales sinapticos de neuronas corticales, de manera

resistente a la solubilizacion por el detergente Triton X-100.

BRSK1 Synaptophysin Hoestch

Control

Triton
wash

Figura R.27 BRSK1 se asocia fuertemente a los terminales sinapticos en neuronas corticales de
rata. Neuronas corticales de rata cultivadas in vitro durante 10 dias fueron pre-tratadas con 0,1% de
Triton X-100 durante 90 segundos (Triton wash) o no (Control), previa fijacion con paraformaldehido.
BRSK1 (rojo) y el marcador de vesiculas sinapticas sinaptofisina (verde) fueron visualizadas mediante
inmunofluorescencia. El tercer panel muestra la tincion de nucleos (Hoescht), y el cuarto la
superposiciéon de los tres anteriores (Merged). La barra blanca de escala representa 20 um.
Resultados representativos de dos cultivos primarios independientes.

La resistencia de BRSK1 a la solubilizacion con el detergente no iénico Triton X-100 sugiere
que un pool de BRSK1 podria estar fuertemente unido a la fraccién de membranas presinapticas.
Para estudiarlo, se realizé un fraccionamiento subcelular de sinaptosomas de rata para separar
el citosol y la fraccion de membrana. La fraccion de membrana fue sujeta a la solubilizacion con
Triton X-100 para obtener la fraccion de proteinas de membrana solubles al detergente y
resistentes al detergente; este pellet fue finalmente resuspendido en una solucién con detergente
idénico SDS al 1%. La figura R.28 muestra que toda la BRSK1 de sinaptosomas se encuentra en
la fraccion de membrana, y es resistente a la solubilizacion con Triton X-100. Por el contrario, la
quinasa upstream LKB1 se encuentra excluida de la membrana y se localiza en la fraccion
citosolica de sinaptosomas. Se obtuvieron resultados similares en el fraccionamiento subcelular
de células humanas de neuroblastoma SH-SY5Y y neuronas corticales de rata y raton (Anexo I),
y en su conjunto muestran la presencia de un pool de BRSK1 fuertemente asociada a

membranas celulares.
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Figura R.28 Localizacion subcelular de BRSK1 de sinaptosomas de cerebro de rata.
Sinaptosomas de rata fueron fraccionados segun lo descrito en Material y Métodos. A partir del
homogenado de sinaptosomas (Hom.), se separ6 la fraccion citosolica (Cyt.) de la fraccion de
membrana, que fue solubilizada con Triton X-100 (1%) para obtener las proteinas solubles (S,
sobrenadante) e insolubles al detergente (P, pellet). El pellet final se solubilizé6 con detergente idnico
SDS (1%). Las fracciones obtenidas se analizaron mediante inmunoblot para las proteinas indicadas.
GAPDH, marcador citosélico; TfR (receptor de Transferrina), marcador de proteinas de membrana
solubilizadas con Triton X-100; Thy-1, marcador de proteinas de membrana resistentes a la
solubilizacién con Triton X-100. Resultados representativos de tres fraccionamientos independientes.

R.3.3 BRSK1 se asocia a microdominios de membrana lipid rafts de
sinaptosomas de cerebro de rata.

El hecho de detectar una poblacion de BRSK1 asociada a la membrana y resistente a la
solubilizaciéon con un detergente no iénico, planted la posibilidad que BRSK1 localizara en lipid
rafts. Los lipid rafts son microdominios de membrana enriquecidos en colesterol y esfingolipidos,
insolubles a detergentes no idnicos y con una baja densidad en equilibrio de sedimentacion.
Estas estructuras forman plataformas organizativas para la transduccién de sefales y estan
implicadas en multitud de procesos celulares, como la fusion de vesiculas sinapticas con la
membrana presinaptica neuronal (Brown & London, 1998).

Con el fin de determinar la presencia de las BRSKs en lipid rafts, se solubilizaron
sinaptosomas de rata con el detergente Triton X-100 a una temperatura de 4°C, y se separo la
fraccion de lipid rafts insoluble al detergente mediante una centrifugacion en gradiente
discontinuo de sacarosa (ver Material y Métodos). Tras la centrifugacion, los lipid rafts y sus
proteinas asociadas migran a la parte superior del gradiente (de baja densidad de sacarosa),
mientras que las proteinas solubles al Triton X-100 permanecen en la parte inferior del gradiente

(de mayor densidad). Desde la parte superior del gradiente se recolectaron 10 fracciones de las
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que se analiz6 la concentracion de proteina y colesterol de cada una de ellas. El histograma de
la figura R.29A muestra como la concentracion de proteina presenta una distribucion dual a lo

largo del gradiente, con un pequefio pico en las fracciones de lipid rafts (fracciones 2-4) y un pico
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Figura R.29 Localizacion de BRSK1, pero no BRSK2 o LKB1, en lipid rafts de sinaptosomas de
cerebro de rata. (A) Fracciones de lipid rafts de sinaptosomas de rata solubilizados con 1% Triton X-
100 a 4°C obtenidas mediante centrifugacion en gradiente discontinuo de sacarosa (ver Material y
Métodos). El grafico superior muestra la concentracion de proteina (blanco) y colesterol (negro) de
cada fraccion. Los valores son medias + s.d. de tres preparaciones diferentes. El colesterol se
cuantificd6 mediante deteccién de la sefial ultravioleta tras el marcaje con primulina de las placas de
TLC (panel intermedio). Los paneles inferiores muestran los analisis de inmunoblot para BRSK1,
BRSK2 y LKB1 en cada fraccion. TfR (Receptor de Transferrina), marcador de fraccion soluble no-raff;
Flotilina-1, marcador de lipid raft. Resultados representativos de cinco fraccionamientos
independientes. (B) Densitometria de las fracciones lipid raft (1-3) y no-raft (7-10) de los inmunoblots
mostrados en (A). Se representa el % de distribucion de cada proteina en la fraccién lipid raft. Los
valores son medias + s.d. de cinco experimentos independientes.
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mayor en las fracciones solubles al Triton X-100 (fracciones 7-10). Como han mostrado
numerosos autores, la fraccion 3 de lipid raft presenta un enriquecimiento de colesterol, con un
contenido que triplica la de cualquiera del resto de fracciones. La correcta obtencién de lipid rafts
fue validada mediante la deteccion de proteinas marcadoras (paneles inferiores figura R.29A);
asi, el marcador de lipid rafts Flotilina-1 se detecta exclusivamente en las fracciones de baja
densidad 2-3, y el marcador de fraccion no-raft receptor de Transferrina (TfR) exclusivamente en
las fracciones solubles de mayor densidad 7-10.

La figura R.29A (paneles superiores) y R.29B muestra que aproximadamente el 40% de
BRSK1 de sinaptosomas se asocia a dominios lipid raft (fracciones 2-3), mientras que BRSK2 y
la quinasa upstream LKB1 se detectan exclusivamente en las fracciones solubles no-raft (8-10).

Para confirmar la presencia de BRSK1 en lipid rafts, se utilizd un método alternativo de
extraccion en el que los sinaptosomas son solubilizados a temperatura fisiolégica (37°C) con el
detergente no ionico Brij 98. La figura R.30A muestra como el contenido de proteina (blanco) y
colesterol (negro) se distribuye por el gradiente de manera similar al observado con la
solubilizacién con Triton X-100, con dos picos de proteina en las fracciones lipid raft (2-4) y
soluble (8-10), y un enriquecimiento de colesterol en las fracciones de lipid raft (2-4). La
deteccion mediante inmunoblot del receptor de Transferrina exclusivamente en las fracciones
solubles no-raft (8-10) y de Flotilina-1 en las fracciones raft (2-4) muestra la correcta separacion
de lipid rafts en el gradiente. En estas condiciones de solubilizacion, la fraccion 3 de lipid raft
presenta una cantidad considerablemente mayor de BRSK1 que las fracciones solubles 8-10,
mientras que LKB1 se detecta exclusivamente en las fracciones no-raft (figura R.30C paneles
control, Ctrl). Por tanto, usando dos detergentes no ionicos diferentes y dos temperaturas
diferentes de extraccion, se muestra que un pool/ de BRSK1 de sinaptosomas de cerebro (pero
no BRSK2 o la quinasa activadora LKB1) se encuentra asociado a los microdominios de
membrana lipid rafts.

Con el fin de estudiar la dependencia de colesterol en la asociacion de BRSK1 a los lipid rafts,
se trataron sinaptosomas de rata con metil-B-ciclodextrano (mBCD) antes de su solubilizacién
con Brij 98. Este oligosacarido permite la extraccion selectiva del colesterol de las membranas,
causando la dispersion de los dominios raft, y por tanto afectando a la localizacién de las
proteinas asociadas a ellos (Zidovetzki & Levitan, 2007). Como se esperaba, el tratamiento con
mBCD resulta en la pérdida de colesterol de las fracciones 2-4 (figura R.30B). La figura R.30C
(paneles mBCD) muestra que el tratamiento con mBCD provoca la desaparicion de BRSK1 y el
marcador Flotilina-1 de las fracciones raft 2-4, lo que demuestra que BRSK1 se asocia a lipid

rafts de manera dependiente de colesterol.
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Figura R.30 Efecto de la deplecion de colesterol de lipid rafts en la localizacién de BRSK1.
Sinaptosomas de cerebro de rata fueron tratados con o sin 50 mM de metil-B-ciclodextrano (mBCD)
durante 15 minutos antes de su solubilizacion con 1% de Brij 98 a 37°C. Las fracciones de lipid rafts
se obtuvieron mediante centrifugacion en gradiente discontinuo de sacarosa (ver Material y Métodos).
Los graficos muestran la concentracion de proteina (blanco) y colesterol (negro) de las 10 fracciones
recogidas de sinaptosomas control sin tratar (A) y tratados con mBCD (B). Los valores son medias +
s.d. de tres experimentos diferentes. (C) Deteccion de BRSK1 y LKB1 mediante inmunoblot de las
fracciones obtenidas de sinaptosomas control y tratados con mBCD. Receptor de Transferrina (TfR),
marcador de fracciones solubles no-raft; Flotilina-1, marcador de fracciones raft. Resultados
representativos de tres fraccionamientos independientes.
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R.3.4 La asociacion de BRSK1 a lipid rafts de sinaptosomas de cerebro de

rata resulta en una quinasa mas activa.

A continuacién se estudio si el enclave de BRSK1 en lipid rafts tenia efecto sobre su actividad
quinasa. En primer lugar se disefaron experimentos para medir la actividad frente a péptidos
sustrato mediante la inmunoprecipitacion de BRSK1 de las fracciones soluble y lipid raft. Sin
embargo, resulté imposible inmunoprecipitar BRSK1 de las fracciones raft usando el método
estandar. De forma alternativa, diferentes autores han descrito que la inmunoprecipitacion de
proteinas de fracciones raft requiere la solubilizaciéon de la muestra con RIPA buffer (Radeva &
Sharom, 2004). Este tampdn contiene 0,1% de detergente idénico SDS, que desafortunadamente
inhibe de forma irreversible la actividad quinasa de BRSK1. Asi pues, se decidié estimar su
actividad mediante la monitorizacion de la fosforilacion de la Thr189 del T-loop utilizando el
anticuerpo fosfo-especifico generado (figura R.10, Capitulo 1). Como se ha mencionado
anteriormente, la actividad quinasa de BRSK1 es proporcional al grado de fosforilacion por LKB1
de la Thr189.

La figura R.31 muestra que la BRSK1 asociada a lipid rafts de sinaptosomas se encuentra
mas fosforilada en la Thr189 del T-loop y, por tanto, es mas activa que la BRSK1 presente en la
fraccion soluble no-raft. Cabe destacar que la banda detectada con el anticuerpo pT189 en la
fraccion lipid raft corresponde a BRSK1, dado que puede ser inmunoprecipitada con el
anticuerpo anti-BRSK1 a partir de la muestra solubilizada con RIPA buffer.
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Figura R.31 Actividad de BRSK1 en lipid rafts de sinaptosomas de cerebro de rata. Fracciones 3
(raft) y 10 (no-raft) de preparaciones de lipid rafts de sinaptosomas de rata (ver Material y Métodos)
fueron analizadas mediante inmunoblot para la deteccion de BRSK1 fosforilada en la Thr189 de T-loop
(pT189). Se muestran cantidades similares de BRSK1 en las dos fracciones (BRSK1). TfR (Receptor
de Transferrina), marcador fraccion soluble no-raft; Flotilina-1, marcador fraccién lipid raft. Resultados
representativos de tres fraccionamientos independientes.

99



Resultados — Capitulo 3

R.3.5 Caracterizacion de la activacion de BRSK1 por el contenido lipidico de
microdominios raft.

Para comprobar que el microentorno hidrofébico de los lipid rafts potencia la actividad BRSK1,
se realizaron ensayos in vitro de actividad quinasa en los que se incub6 una preparacion pura de

BRSK1 recombinante con vesiculas lipidicas extraidas de la fraccion rafft.

Las vesiculas lipidicas extraidas de la fraccion raft activan BRSK1 in vitro.

En primer lugar, los lipidos de la fraccion raft de sinaptosomas de rata solubilizados con Triton
X-100 fueron extraidos con cloroformo/metanol y reconstituidos en vesiculas lipidicas que
denominamos “vesiculas raft’ (ver Material y Métodos). Tras establecer las condiciones 6ptimas
del ensayo, las vesiculas raft fueron incubadas con BRSK1 pura y, mediante ensayo
radiométrico, se determind la actividad quinasa utilizando péptido sustrato CHKtide y *P-
ATP/Mg. El gréafico superior de la figura R.32A muestra la actividad especifica de BRSK1 tras
ser incubada con diferentes volimenes de vesiculas raft. La pre-incubacion con vesiculas
lipidicas incrementa la actividad de BRSK1 de manera dosis dependiente, con un maximo de
activacion de 3.5 veces cuando se uso 1 pl de vesiculas raft en el ensayo. Como control, se
determind la actividad de otras dos quinasas de la subfamilia de las AMPK-related kinases, la
isoforma BRSK2 (ausente de la fraccion raft de sinaptosomas de cerebro de rata) y MARK4
(gréaficos inferiores figura R.32A). Bajo las mismas condiciones experimentales, las vesiculas raft
no tienen efecto alguno en la actividad de estas quinasas, lo que demuestra que la activacién por
vesiculas de BRSK1 es especifica para esta quinasa.

Adicionalmente se estudid si vesiculas reconstituidas de lipidos extraidos de la fraccion
soluble (denominadas “vesiculas no-raft’) afectaban la actividad de BRSK1. Como muestra la
figura R.32B, la pre-incubacién de BRSK1 con 1 pl de vesiculas no-raft (negro) no tiene efecto
en la actividad quinasa, lo que muestra que la activacion de BRSK1 es especifica de los lipidos
presentes en microdominios rafts.

Finalmente, el estudio de activacion de BRSK1 por vesiculas raft se completé con la
determinacion de la actividad quinasa medida frente la fosforilacion de un sustrato fisiolégico de
BRSK1. Varios autores han propuesto que las BRSKs fosforilan la proteina asociada a
microtubulos tau en la serina 262 (Barnes et al, 2007; Choi et al, 2008; Muller et al, 2010), de
manera que se realizoé un ensayo en el que se pre-incubé BRSK1 con vesiculas raft y se midi6 la
fosforilacion de tau en presencia de ATP frio y magnesio. El correspondiente inmunoblot (figura
R.32C) muestra un incremento en la fosforilacién de tau en la Ser262 cuando BRSK1 fue

incubada con vesiculas raft. Asi, tanto mediante el uso de un péptido sustrato (CHKtide) como de
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un sustrato fisiolégico (tau), se muestra que los lipidos extraidos lipid raft de sinaptosomas
activan BRSK1.
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Figura R.32 Las vesiculas lipidicas extraidas de lipid rafts (vesiculas raft) activan BRSK1 in
vitro. (A) Efecto de las vesiculas reconstituidas con lipidos de las fracciones raft sobre la actividad
quinasa in vitro de BRSK1, BRSK2 y MARK4 puras. Lipidos de la fracciéon 3 (raft) del gradiente de
sacarosa de sinaptosomas de cerebro de rata fueron extraidos y reconstituidos como vesiculas
multilamelares tal y como se describe en Material y Métodos. Tras la incubacion de 60 ng de cada
quinasa purificada con los voliumenes indicados de vesiculas raft (30 minutos en agitacion suave), se
determiné la actividad quinasa usando 200 pM *?P-[y-ATP]/Mg*" y 200 uM de péptido sustrato
CHKtide (BRSK1 y BRSK2) o AMARA (MARKA4). Los valores de actividad especifica son medias + s.d.
de ensayos por triplicado de cuatro experimentos independientes (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).
(B) Como en (A), comparacion de la actividad especifica de BRSK1 en presencia de vesiculas raft
(blanco) y vesiculas no-raft (negro). Estas ultimas fueron reconstituidas con lipidos de la fraccion
soluble 10 del gradiente de sacarosa. Los resultados son medias * s.d. de ensayos por triplicado de
cuatro experimentos independientes (*** P<0.001). (C) Efecto de las vesiculas raft en la fosforilaciéon
de Tau mediada por BRSK1. Tras incubar 60 ng de BRSK1 con 2 o 10 pl de vesiculas raft (30 minutos
en agitacion suave), se determiné la actividad BRSK1 utilizando 200 yM ATP frio y 100 ng de Tau
pura como sustrato. La fosforilacion de Tau en Ser262 se detecté mediante inmunoblot [pTau(S262)].
Se muestran también los inmunoblots correspondientes a los niveles de Tau y BRSK1. Resultados
representativos de tres experimentos independientes.
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La activacion de BRSK1 por vesiculas raft es independiente de la fosforilacion de la
Thr189 del T-loop.

A continuacion se estudio si la activacion de BRSK1 por vesiculas raft era mediada por un
incremento en la fosforilacion de la Thr189 del T-loop de la quinasa. Como se ha mencionado
con anterioridad, LKB1 activa a BRSK1 mediante la fosforilacién directa de la Thr189, y la
mutacion de este residuo a glutamico (T189E) resulta en una forma de BRSK1 constitutivamente
activa. Asi, se incub6 BRSK1 salvaje o el mutante BRSK1-T189E con vesiculas raft, y se
determin6é la actividad quinasa mediante ensayo radiométrico utilizando péptido sustrato
CHKtide. La figura R.33 muestra como las vesiculas reconstituidas con lipidos raft aumentan
unas tres veces la actividad de la forma constitutivamente activa BRSK1-T189E, de la misma
manera que lo hace con la quinasa salvaje. Por tanto, las vesiculas raft activan a BRSK1 a través

de un mecanismo independiente de la fosforilacion del T-loop por LKB1.
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Figura R.33 Aumento de la actividad de la forma constitutivamente activa de BRSK1 (BRSK1-
T189E) por vesiculas raft. Lipidos de la fraccion 3 (raft) del gradiente de sacarosa de sinaptosomas
de cerebro de rata fueron extraidos y reconstituidos como vesiculas multilamelares tal y como se
describe en Material y Métodos. Tras la incubacion de 60 ng de BRSK1 salvaje (BRSK1-wt) o el
mutante BRSK1-T189E con 1 pl de vesiculas raft (30 minutos en agitacion suave), se determiné la
actividad quinasa utilizando 200 pM *?P-[y-ATP]/Mg®" y 200 pM de péptido sustrato CHKtide. Los
valores de actividad especifica corresponden a medias + s.d. de ensayos por triplicado de tres
experimentos independientes (** P<0.01).

Tomados en conjunto, estos resultados muestran que BRSK1 se asocia a lipid rafts de
sinaptosomas de cerebro de rata, enclavandose en un entorno lipidico peculiar que resulta en
una forma de BRSK1 con mayor actividad quinasa, mediante un mecanismo independiente de la
fosforilacion del T-loop por LKB1. De interés, las vesiculas raft no activan a otras quinasas de la
misma subfamilia de BRSK1 (como BRSK2 o MARK4) que, por otra parte, no se encuentran

localizadas en estos microdominios de membrana.
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R.3.6 Vesiculas sintéticas con el mismo contenido lipidico de vesiculas raft
activan BRSK1.

Con la intencion de identificar qué lipido contenido en vesiculas raft era responsable de la
activacion de BRSK1, se generaron vesiculas lipidicas sintéticas. Para ello, en primer lugar se
analizé la concentracion de los principales lipidos presentes en vesiculas raft. Por definicion, los
lipid rafts son dominios de membrana ricos en colesterol, esfingolipidos, fosfolipidos y
glicolipidos. Dado que el método de extraccidn por cloroformo/metanol utilizado en la
reconstruccion de vesiculas raft no permite la obtencion de glicolipidos (Claro et al, 1991), se
determind la concentracion de los otros tres componentes lipidicos mayoritarios. La tabla de la

figura R.34A muestra la relacion molar de esfingolipidos / colesterol / esfingomielina encontrada,

Lipid Concentration {mg/mil) Molar ratio
Phosphatidylcholine 1,429+ 0,082 1
Cholesteral 0,656 + 0,028 0.88
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Figura R.34 Aumento de la actividad de BRSK1 por vesiculas sintéticas. (A) Concentracién y
relaciéon molar de los lipidos mayoritarios presentes en la fracciéon raft de sinaptosomas de rata.
Lipidos de la fraccion 3 (raft) del gradiente de sacarosa fueron extraidos mediante cloroformo/metanol,
y se determiné la concentracion de fosfatidilcolina, colesterol y esfingomielina segun se describe en
Material y Métodos. Los valores son medias * s.d. de tres determinaciones diferentes. (B) Efecto de
las vesiculas sintéticas versus vesiculas raft en la activacion de BRSK1. 10 ul de vesiculas raft o
sintéticas (compuestas por fosfatidilcolina, colesterol y esfingomielina a las concentraciones
encontradas en (A)2 fueron incubadas con 60 ng de BRSK1, y la actividad quinasa determinada
utilizando 200 pM *P-[y-ATP)YMg?* y 200 uM de péptido sustrato CHKtide. Los valores de actividad
especifica son medias * s.d. de ensayos por triplicado de tres experimentos independientes (* P<0.05,
** P<0.01). (C) Como en (B), 10 ul de vesiculas sintéticas fueron incubados con preparaciones puras
de BRSK1, BRSK2 y MARK4, y sus actividades quinasa determinadas utilizando 200 pM 32P-[y-
ATP]/Mg?" y 200 pM de péptido sustrato CHKtide (BRSK1 y BRSK2) o AMARA (MARK4). Los valores
de actividad especifica corresponden a medias + s.d. de ensayos por triplicado de tres experimentos
independientes (* P<0.05).
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y que fue utilizada para generar vesiculas multilamelares que denominamos “vesiculas
sintéticas”. La figura R.34B muestra que la incubacion de BRSK1 con vesiculas sintéticas
resulta en un aumento de 2.5 veces de su actividad quinasa, en comparacion con las tres veces
que aumenta en presencia de vesiculas raft. Sin embargo, e igual que ocurre para las vesiculas
raft, las vesiculas sintéticas no presentan efecto alguno en la actividad de BRSK2 o MARK4
(figura R.34C).

Por ultimo, y con la finalidad determinar la importancia relativa de cada lipido en la activacion
de BRSK1, se generaron vesiculas sintéticas en las que se modificod el contenido lipidico
encontrado en vesiculas raft. En primer lugar se aumenté la concentracion de fosfatidilcolina,
colesterol y esfingomielina, manteniendo fija la relacion molar encontrada en las vesiculas raft.
La figura R.35A muestra que doblar la concentracién de lipidos resulta en una activacion
“suboptima” de BRSK1, mientras que el aumento de 4 veces no provoca efecto activador
significativo en la actividad quinasa. También se estudio el efecto individual del colesterol y de la
esfingomielina, para lo que se generaron vesiculas binarias (de fosfatidilcolina y colesterol o
fosfatidilcolina y esfingomielina) con la misma concentracion lipidica que contenian las vesiculas
raft. La incubacion de estas vesiculas sintéticas binarias no presenta ningun efecto en la

actividad de BRSK1, como tampoco lo tiene el aumento de 2 o 4 veces del contenido de
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Figura R.35 Efecto de la variacion en el contenido lipidico de las vesiculas sintéticas sobre la
actividad de BRSK1. (A) Efecto sobre la actividad de BRSK1 de vesiculas sintéticas fabricadas con
concentraciones crecientes de lipidos (x2 y x4), manteniendo la relacidon molar con la se encuentran
en vesiculas raft. 10 yl de vesiculas sintéticas se incubaron con 60 ng de BRSK1, y se determiné la
actividad quinasa utilizando 200 pM **P-[y-ATP]/Mg®* y 200 puM de péptido sustrato CHKtide. Los
valores de actividad especifica son medias * s.d. de ensayos por triplicado de dos experimentos
diferentes (* P<0.05). (B) Efecto del colesterol y esfingomielina en la activacion de BRSK1. Como en
(A), se determind la actividad quinasa BRSK1 tras ser incubada con vesiculas sintéticas binarias
fabricadas con fosfatidilcolina y colesterol o esfingomielina, y con vesiculas sintéticas con
concentraciones crecientes (x2 y x4) de esfingomielina. Los nimeros indican la relacion molar referida
a fosfatidilcolina. Los valores son medias * s.d. de ensayos por triplicado de dos experimentos
diferentes (** P<0.01). PC, fosfatidilcolina; Cho, colesterol; SM, esfingomielina.
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esfingomielina (figura R.35B). En su conjunto, estos resultados muestran que la relacion molar
de lipidos sintéticos que mas eficazmente aumenta la actividad BRSK1, es la que se encuentra
en las fracciones lipid raft.

RESUMEN

Mediante analisis inmunocitoquimico se muestra que BRSK1 localiza en el soma y en las
prolongaciones neuriticas de neuronas corticales maduras, presentando un patron puntuado
similar al descrito para el marcador vesicular sinaptofisina y el marcador axonal tau-1. BRSK2
presenta en cambio un patron mas homogéneo de distribucion, similar al marcador MAP2 en las
dendritas y al marcador tau-1 en los axones. Por primera vez se describe la expresion de
BRSK1 y BRSK2 en astrocitos, donde se distribuyen de manera continua por el soma y las

prolongaciones y co-localizan con el marcador glial GFAP.

Un pool de BRSK1 neuronal es resistente a la solubilizacién con detergente no iénico Triton
X-100, como muestran analisis inmunocitoquimicos de neuronas corticales y fraccionamientos
subcelulares de sinaptosomas de cerebro de rata. Esta resistencia se explica por la localizacion
de un pool de BRSK1 en microdominios de membrana lipid rafts, de manera dependiente de
colesterol. La asociacion de BRSK1 a lipid raft de sinaptosomas resulta en una quinasa mas
activa, como muestra el incremento de fosforilacion de la Thr189 del T-loop de BRSK1. La
incubacion in vitro de BRSK1 pura con vesiculas lipidicas reconstituidas con lipidos extraidos de
la fraccién raft de sinaptosomas, activa 3 veces la actividad quinasa de BRSK1, pero no la de
las quinasas de la misma familia BRSK2 o MARK4. El mismo efecto activador en la actividad
BRSK1 se obtiene al utilizar vesiculas multilamelares fabricadas con los lipidos sintéticos
fosfatidilcolina, colesterol y esfingomielina, a una relacion molar idéntica a la presente en lipid
rafts. Por ultimo, las vesiculas lipidicas también aumentan la actividad quinasa del mutante
constitutivamente activo BRSK1-T189E, que mimetiza la fosforilaciéon por LKB1. En conjunto,
estos resultados muestran que la localizacion de BRSK1 en lipid rafts de sinaptosomas
representa un nuevo mecanismo de regulacion de la actividad quinasa, adicional a la

fosforilacion del T-loop por LKB1.
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