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"Who knows what the tide could bring?"
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RESUMEN

Nuevos mecanismos de sefializacion celular mediados por Reelina en el cerebro
embrionario y adulto

La sefializacion de Reelina es esencial para el correcto desarrollo del cerebro de los mamiferos.
Reelina se une al receptor 2 de apolipoproteina E (ApoER2) y al receptor de lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDLR) e induce la fosforilacién de Dabl. Sin embargo, cuando y
donde ocurren estas reacciones es en gran medida desconocido y la funcién o funciones
primarias de Reelina siguen sin estar claras. Se sabe que Reelina y su maquinaria receptora
son necesarias para la migracion y el posicionamiento de las neuronas de proyeccion
neocortical durante el desarrollo embrionario. Mas recientemente, se ha demostrado que
Reelina es necesaria y suficiente para determinar la tasa de neurogénesis neocortical. Pero los
mecanismos moleculares subyacentes a sus aparentemente distintas funciones proliferativa
y post-proliferativa siguen resultando oscuros. Igualmente resulta incierto si la sefializacion
candnica de Reelina persiste afectando los nichos neurogénicos remanentes en el cerebro
adulto.

Aqui, explotando diversos enfoques genéticos de pérdida y ganancia de funcién junto
con una variedad de ensayos in vivoy ex vivo, investigamos la sefializacion de Reelina en el
cerebro embrionario y adulto. Especificamente, desarrollamos y validamos una proteina de
fusién entre fosfatasa alcalina y la region de unidn a receptores de Reelina para investigar
cuantitativamente la localizacion de los receptores funcionales de Reelina (FRR) [es decir,
aquéllos presentes en la membrana plasmatica en su forma madura]. Durante el desarrollo,
en la corteza cerebral silvestre, estan presentes principalmente en las zonas intermedia y
subventricular, asi como en fibras radiales, pero mucho menos en cuerpos celulares de la placa
cortical. Los FRR son mucho mas abundantes en la placa cortical de mutantes deficientes en
Reelina, lo que indica que, en la corteza silvestre, Reelina induce la bajo-regulacion de los
FRR y que ésta comienza antes de que las neuronas emigren fuera de la zona intermedia. En
el cerebelo silvestre, los FRR se localizan principalmente en la zona ventricular, pero estan
escasamente presentes en las células de Purkinje que han migrado fuera de ella.

Esto sugiere que Reelina ejerce acciones criticas sobre las neuronas de proyeccion
migratorias en sus etapas iniciales y/o premigratorias en ruta hacia sus destinos finales, tanto
en la corteza cerebral como en el cerebelo en desarrollo. De hecho, revelamos una expresion
enriquecida de FRR, fundamentalmente de ApoER?2, en los procesos basales de la glia radial
y en las células progenitoras intermedias durante el desarrollo cortical medio/tardio. In vivo,
demostramos que la sobreexpresién de ApoER2 inhibe la migraciéon neuronal. En contraste,
la reduccion de los niveles excesivos de ApoER2 en las cortezas deficientes en Reelina, ya sea
mediante el noqueo genético de ApoER2 o por la expresidn transgénica de Reelina en las
células progenitoras neurales (NPC), mejora la migracion y el posicionamiento neuronal.
Estos resultados desvelan como se inicia la separacion delicadamente orquestada de las
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neuronas neocorticales de sus lugares de nacimiento, indicando que un mecanismo de bajo-
regulacion de ApoER2 dependiente de Reelina desacopla las neuronas recién nacidas de sus
células progenitoras, lo que permite a las neuronas migrar.

En el cerebro adulto, demostramos que la sefalizaciéon de Reelina, resultante
en fosforilacion de Dabl, ocurre en la zona ependimal/subependimal (EZ/SEZ) de los
ventriculos laterales donde, junto a su asociada ruta migratoria rostral (RMS) de neuroblastos
que proporciona interneuronas al bulbo olfatorio, se acumula la mayor densidad de ApoER2.
La zona subgranular del giro dentado hipocampal, otro nicho neurogénico del cerebro
adulto, también contiene ApoER?2 funcional. Los ratones deficientes en Reelina, ApoER2 o
Dabl1 presentan ventriculos agrandados y una SEZ/RMS hipercelular. Ademas, mientras la
ablaciéon condicional de Dabl en NPC adultos amplia los ventriculos y dificulta la salida de
los neuroblastos de la SEZ, la expresion ectopica de Reelina en NPC de ratones deficientes en
Reelina normaliza el lumen ventricular y la densidad de cilios ependimales, mejorando a su
vez la migracién de neuroblastos; consistentemente, la infusién intraventricular de Reelina
recombinante en estos mutantes redirige los neuroblastos. Estos resultados indican que,
actuando desde el liquido cefalorraquideo, la sefializacion de Reelina persiste regulando el
nicho neurogénico de los ventriculos laterales, modulando a su vez la diferenciacién y el
comportamiento migratorio de los neuroblastos a través del RMS. Tomadas en conjunto,
nuestras observaciones apuntan hacia una accién universal y simple de Reelina tanto en el
cerebro en desarrollo como en el adulto.



ABSTRACT

New Reelin signaling cellular mechanisms in the embryonic and adult brain

Reelin signaling is essential for correct development of the mammalian brain. Reelin binds
to apolipoprotein E receptor 2 (ApoER2) and very low-density lipoprotein receptor and
induces phosphorylation of Dab1. However, when and where these reactions occur is largely
unknown, and the primary function(s) of Reelin remain unclear. Reelin and its receptor
machinery are well known to be required for the migration and positioning of neocortical
projection neurons during embryonic development. More recently, Reelin has been shown
both necessary and sufficient to determine the rate of neocortical neurogenesis. The molecular
mechanisms underlying its seemingly distinct proliferative and post-proliferative functions
remain equally unknown. Whether and, if so, how canonic Reelin signaling affects the adult
brain neurogenic niches also remains uncertain.

Here, we explote both loss- and gain-of-function genetic approaches along with in
vivo and ex vivo assays to investigate Reelin signaling in the developing and adult brain.
Specifically, we developed and extensively validated an alkaline phosphatase fusion of the
receptor-binding region of Reelin to quantitatively investigate the localization of functional
Reelin receptors (FRR) [i.e., those on the plasma membrane as mature forms]. During
development, in the wild-type cerebral cortex, they are mainly present in the intermediate
and subventricular zones, as well as in radial fibers, but much less in the cell bodies of the
cortical plate. FRR are much more abundant in the Reelin-deficient cortical plate, indicating
that Reelin induces their downregulation and that it begins before the neurons migrate out of
the intermediate zone. In the wild-type cerebellum, FRR are mainly present in the cerebellar
ventricular zone but scarcely expressed by Purkinje cells that have migrated out of it. It is
thus strongly suggested that Reelin exerts critical actions on migrating projection neurons at
their early/premigratory stages en route to their final destinations, in the developing cerebral
cortex and cerebellum. Indeed, we reveal an enriched expression of FRR, largely of ApoER2,
in radial glia basal processes and intermediate progenitor cells during mid/late cortical
development. In vivo, ApoER2 overexpression inhibits neuronal migration. In contrast,
precluding excessive levels of ApoER2 in Reelin deficient cortices, by either ApoER2 knock-
down or the transgenic expression of Reelin in neural progenitor cells (NPC), improves
neuronal migration and positioning.

These data provide groundwork for the highly orchestrated clearance of neocortical
neurons from their birth site, suggesting that a Reelin-dependent ApoER2 downregulation
mechanism uncouples newborn neurons from progenitor cells, thereby enabling neurons to

~, migrate. In the adult brain we show that Reelin signaling, resulting in Dab1 phosphorylation,

occurs in the ependymal/subependymal zone (EZ/SEZ) of the lateral ventricles where, along
with its associated rostral migratory stream (RMS) of neuroblasts becoming interneurons for
the olfactory bulb, the highest density of functional ApoER2 accumulates. The subgranular
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zone of the hippocampal dentate gyrus, another neurogenic niche of the adult brain, also
contains functional ApoER2. Mice deficient for Reelin, ApoER2 or Dabl exhibit enlarged
ventricles and hypercellular SEZ/RMS. Moreover, while the conditional ablation of Dabl
in adult NPC enlarges the ventricles and impairs neuroblasts clearance from the SEZ, the
transgenic misexpression of Reelin in NPC of Reelin-deficient mice normalizes the ventricular
lumen and the density of ependymal cylia, ameliorating in turn neuroblasts migration;
consistently, intraventricular infusion of Reelin reroutes neuroblasts. These results indicate
that, acting from the cerebrospinal fluid, Reelin signaling persists sustaining neurogenesis
in the germinal niche of the lateral ventricles, influencing in turn the differentiation and
migratory behavior of neuroblasts through the RMS. All together, our observations point to
a universal and simple action of Reelin in both the developing and adult brain.



INTRODUCCIO

1. Contexto historico

El sistema nervioso es la estructura bioldgica
mas compleja existente en la naturaleza. La
primera cita conocida que trata sobre su
existencia e importancia data del siglo XVI
antes de Cristo: en el caso 31 del Papiro Edwin
Smith, los médicos egipcios ya describieron
que una dislocacion cervical, acompafada
de flaccidez de las extremidades, era “una
dolencia que no debia ser tratada” A pesar
de los avances médicos que esta civilizacion
logro, la curacion de una lesion medular
estaba fuera de sualcance. Christopher Reeve,
el actor que encarné a Superman, murié el
10 de octubre de 2004 tras 9 afos luchando
por recuperarse de la lesion medular causada
por la fractura de sus dos primeras vértebras
cervicales. En este tiempo, puso todo su
empeno fisico y su fortuna para mantener
una tonificaciéon muscular que le permitiera
volver a caminar, confiando en que viviria lo
suficiente para someterse a algin tratamiento
exitoso, derivado de la investigacién con
células madre.

A lo largo de los casi 4000 afios que
nos separan de la civilizacién egipcia se han
conseguido descubrimientos biomédicos tan
asombrosos como innumerables pero, en lo
que se refiere al entendimiento del sistema
nervioso, todavia estamos muy lejos de llegar
a comprender los misterios que envuelve
semejante  interconexién de circuitos
neuronales.

La complejidad de la configuracion
cerebral obliga a especializar al maximo las

areas de investigacion. En este trabajo, nos
centramos en el estudio de la migracién
neuronal y la neurogénesis; dos eventos
que, tradicionalmente, se han tratado en
la practica totalidad de la literatura como
sucesos completamente independientes,
pero que nuestro estudio sobre la funciéon
de la proteina Reelina logra acercar para
entenderlos como partes de un mismo
engranaje.

La funcién y el desarrollo del cerebro
requieren la génesis, migracion y maduracion
coordinada de todos sus componentes
celulares. La proteina Reelina, producto del
gen Reln, ha sido identificada como una
de las moléculas con mayor capacidad de
determinacion sobre la migracion neuronal,
jugando también un papel muyimportante en
los procesos de maduracion celular y funcién
sinaptica, entre otros. Solo recientemente,
se han revelado evidencias que apuntan
a que estos complejos mecanismos no
serian completamente independientes, sino
que Reelina, en unién a otras moléculas,
podria actuar vinculando la neurogénesis,
la especificacién neuronal y la migracion,
como partes de un tinico programa.

El raton reeler (carente de la proteina
Reelina) es bien conocido desde hace
décadas. Este ratén es uno de los mutantes
neuroldgicos mas estudiados, con una
literatura que se extiende a mas de 60 afios.
Fue Douglas Scott Falconer quien, en 1951,
describié por primera vez el raton reeler, al
cual bautiz6 asi por su peculiar paso (reel, en
castellano, significa tambalearse).
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Los ratones reeler muestran un
posicionamiento celular desordenado en
la mayoria de las estructuras laminadas
del cerebro, incluyendo la corteza cerebral,
hipocampo y cerebelo.

2. El cerebro en desarrollo: el pat
out

En el ratdn, las neuronas nacen entre los dias
embrionarios 10 y 17 (E10-E17). En este
cerebro en desarrollo, las nuevas neuronas
migran siguiendo dos trayectorias distintas
(Fig. 1A). Alrededor del 80% de todas las
neuronas migran de forma radial desde

la zona ventricular (VZ, ventricular zone,
nicho neurogénico embrionario donde se
encuentran las células progenitoras neurales,
NPCs, neural precursor cells) y comienzan
a generar capas de la corteza cerebral segiin
un patréon arquitecténico en inside-out
(Fig. 1B). Cohortes de neuronas destinadas
a capas concretas nacen durante el mismo
marco temporal y las capas corticales pueden
identificarse por el momento en que nacieron
las neuronas que las forman. Las células que
nacen antes ocupan capas mas profundas,
mas cercanas a la zona ventricular, mientras
que las células mas tardias ocupan capas mas

Figura 1| Rutas migratorias neuronales y formacion de la placa cortical (modificado de Tissir and Goffinet, 2003 y

Goffinet, 2006)
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(A) Seccion coronal del cerebro de un embridn de ratén en el dia 12.5 de gestacion (estadio de preplaca), que muestra
las eminencias ganglionares lateral y medial (en sus siglas en inglés, LGE y MGE), de las que las interneuronas
GABAérgicas migran tangencialmente hacia el primordio cortical (izquierda, amarillo). Las neuronas glutamatérgicas
destinadas a la corteza se generan localmente en la zona ventricular cortical y migran de forma radial (derecha, rojo).
(B) En el dia 13.5 de desarrollo embrionario las neuronas pioneras migran para formar una red horizontal. Algunas son
reelina positivas (rojo) y otras negativas (rosa). En este estadio, el fenotipo reeler no se puede apreciar. En E14.5, al
crecer la complejidad del sistema, las células migran a lo largo de las fibras de la glia radial. La primera cohorte de
neuronas se ubica en la placa cortical (verde), partiendo la preplaca en dos. La preplaca reeler no se divide en dos,
acumuldndose las neuronas bajo la ahora llamado superplaca. En E15.5, una segunda cohorte de neuronas (azul) migra
a través de la placa cortical normal y se establece por encima de las anteriores, formando el gradiente inside-out
normal, mientras que en un cerebro reeler, la segunda cohorte ocupa capas mas profundas (gradiente outside-in).



superficiales (Angevine y Sidman, 1961); de
este modo, las neuronas que se han generado
mas tarde en el desarrollo tienen que migrar
atravesando las capas de neuronas tempranas
hasta alcanzar su posicion final. Cuando las
neuronas alcanzan su destino, extienden
largos procesos para conectar con las
regiones de interés. Estas neuronas, del tipo
glutamatérgico excitatorio, son las llamadas
neuronas de proyeccion.

La segunda trayectoria de migracion
es la que fundamentalmente llevan a cabo,
tangencialmente, neuronas nacidas en
la eminencia ganglionar medial (MGE,
medial ganglionic eminence; Fig. 1A).
Estas neuronas migran a la corteza, donde
se convierten en interneuronas de caracter
inhibitorio (GABAérgicas) integrandose
entre las neuronas de proyeccion (Anderson
et al., 1997; Lavdas et al., 1999, Morest y
Silver, 2003; Flames, 2004; Kriegstein y
Noctor, 2004).

Tanto las neuronas de proyecciéon
como las interneuronas se ensamblan en
la placa cortical. Esta estructura tiene un
antecesor, la preplaca, una capa transitoria
compuesta por una poblaciéon heterogénea
de neuronas, nacida entre E10 y E12 en el
raton (Bayer y Altman, 1990), localizada
entre la zona ventricular y la piamadre. Las
neuronas de proyeccién e interneuronas se
van introduciendo en medio de esta capa,
llevando a cabo un proceso conocido como
particion de la preplaca. Las neuronas que la
forman se ven entonces segregadas en la capa
marginal (formada por las células Cajal-
Retzius, productoras de Reelina, [Ogawa
et al., 1995] y otras células pioneras) y la
subplaca, todavia heterogénea.

En la corteza reeler, las neuronas
migrantes no llegan a partir la preplaca
(Sheppard y Pearlman, 1997) y las cohortes
de neuronas que se generan posteriormente
se “acumulan” tras las que se han generado
con anterioridad (Fig. 1B, reeler-like),
invirtiéndose, casi en su totalidad, el

orden normal de laminacion de capas
corticales (Caviness y Sidman, 1973).

Pero esto no ocurre unicamente
en los ratones reeler; se han descrito otros
mutantes que exhiben fenotipos similares
de desorganizacion celular y ataxia por
hipoplasia cerebelar (reeler-like). Tal es el
caso de, por ejemplo, los mutantes yotari
y scrambler, que muestran total ausencia
o muy bajos niveles de la proteina Dabl
(Disabled 1), respectivamente (Sheldon et
al., 1997). De igual modo, el doble mutante
nulo para los receptores ApoER2 y VLDLR
también comparte caracteristicas fenotipicas
con el reeler (Trommsdorff et al., 1999).

3. Via de seiializacion de Reelina

Estos descubrimientos permitieron avanzar
en el estudio de la via de sefalizacion de
Reelina. Su via candnica de sefalizacion
esta bien caracterizada, gracias a la valiosa
contribucion a este campo de los miembros
de los laboratorios de Jon Cooper, Tom
Curran, André Goflinet, Joachim Herz,
Brian Howell y Johannes Nimpf, los
cuales han proporcionado la mayoria de
los datos bioquimicos al respecto. Los
componentes fundamentales y candnicos de
la via son (informacion detallada de la via de
sefializacién de Reelina en Adenda 1):

> Elligando: Reelina (que forma homodi-
meros para su union al receptor).

> Los receptores: ApoER2 y VLDLR.

El adaptador intracelular: Dabl

> Cascada de seializacién: Dabl, una
vez fosforilado por SFK’s (quinasas
de la familia de Src), interacciona con
numerosos complejos de proteinas que
se traducen finalmente en organizacion
de microtubulos, transporte vesicular,
migracién neuronal, laminacién, entre
otros.

v

Reelina promueve la fosforilacion
como la degradacién de Dabl. Esta
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observacion demuestra por qué la proteina
Dabl se acumula en el cerebro reeler, doble
mutante ApoER2/VLDLR y doble mutante
Fyn/Src (Kuo et al, 2005; Sheldon et al.,
1997; Trommsdorff et al., 1999), asi como en
los cerebros de los que expresan una forma
no fosforilable de Dabl (Howell et al., 2000).
La reconstitucion de estos componentes en
una linea celular de fibroblastos es suficiente
para reconstituir la via de sefializaciéon de
Reelina (Mayer et al., 2006). Sin embargo, a
pesar del detallado conocimiento bioquimico
de esta via de sefializacion y de los efectos
morfolégicos que provoca Reelina en la
migracién neuronal, la laminacién cortical y
diferenciacion, los mecanismos moleculares
por los que Reelina regula estos procesos a
un nivel celular siguen sin conocerse.

4. Caracterizacion dela funcion de Reelina

La funcién mejor caracterizada de Reelina
es el control de la migraciéon neuronal radial
y la formacién de capas celulares durante la
etapa prenatal del desarrollo. La formacion
de capas es una caracteristica distintiva de
todas las estructuras corticales incluyendo la
corteza, el hipocampo y el cerebelo.

La observaciéon de que la formacion
de las capas en todas las estructuras
corticales del cerebro esta alterada en los
mutantes reeler y reeler-like demuestra que
Reelina y su via de sefializacion son cruciales
para esta funcion (Caviness y Sidman, 1973;
Caviness, 1973; Goffinet, 1983). Sin embargo,
los mecanismos exactos que gobiernan la
formacion de las capas siguen sin entenderse
completamente. De hecho, se han propuesto
varios papeles para Reelina durante el
desarrollo  neocortical, en ocasiones
contradictorios. Este extremo queda patente
cuando, en el afio 2002, el laboratorio
de Tom Curran publica los resultados
obtenidos al forzar la expresion de Reelina
de forma ectdpica en precursores neurales,
bajo el promotor de nestina (Magdaleno
et al, 2002). En este articulo hay algunos

resultados muy llamativos, como el rescate
de la ataxia en los ratones reeler transgénicos,
debido al rescate parcial de la laminacion del
cerebelo. Pero también deja entrever que la
asignacion de funciones concretas a Reelina
no es tarea facil, indicando que Reelina
no actuaria simplemente como una sefal
posicional durante el desarrollo del cerebro,
sino que parece desencadenar diversas
respuestas sobre las neuronas en migracion,
dependiendo del contexto en el que éstas
se encuentren. Es mads, sus resultados
sugieren que el papel de Reelina en el
desarrollo cerebral debe ser reinterpretado.
Los resultados de este estupendo trabajo
estimularon sobremanera la investigacion de
nuestro grupo (Luque et al, 2003; Lakoma et
al, 2011) y, mas concretamente, los inicios de
esta Tesis Doctoral.

Sus resultados demuestran que, sobre
un fondo reeler, la Reelina ectdopicamente
expresada bajo el promotor de nestina (ratén
ne-Reelin) es capaz de inducir la fosforilacion
de Dabl en la zona ventricular y rescatar
algunos de los fenotipos neuroanatémicos
del reeler. De hecho, algunas neuronas de los
ratones reeler transgénicos son capaces de
sobrepasar la subplaca. Esto supone un punto
de inflexién porque, hasta el momento, se
daba por hecho que Reelina sélo surtia efecto
en neuronas postmitoticas dela placa cortical,
lo que sugiere que el mecanismo de la funcion
de Reelina es mas complejo de lo que se habia
propuesto hasta el momento (Timeline 1).
Ademas, los tipos celulares especificos
que expresan los elementos de la via de
sefializacion en la zona ventricular no
estaban establecidos. Tampoco existe en
este momento un trabajo que recoja la
expresion de Reelina en embriéon y en
adulto y sélo hay disponibles datos parciales
sobre el sistema de recepcion de Reelina.
El receptor es un elemento fundamental de
una via de sefializacion puesto que confiere
la especificidad a la sefial. Sin embargo,
no hay sondas ni anticuerpos totalmente
fiables ni caracterizados que reconozcan



indubitadamente el/los receptor/es de
Reelina. De hecho, se lleg6 a proponer que
la protocadherina CNR1 era un co-receptor
de Reelina (Senzaki et al., 1999), lo cual
fue especificamente testado y refutado por
los resultados del grupo de André Goffinet
(Jossin et al., 2004).

En general, no es facil determinar la
localizacion y la cantidad total de receptores
funcionales de un determinado ligando.
La hibridacién in situ del ARN puede
ser altamente especifica y sensible, pero
dificilmente proporciona informacién sobre
la localizacion subcelular de la proteina
y tampoco refleja la cantidad de proteina
madura. El anadlisis inmunohistoquimico
se complica a menudo por la reactividad
cruzada del anticuerpo con otras proteinas
y productos procesados o de degradacion de
la proteina de interés. Ademas, cuando hay
mas de una molécula receptora ejecutando
funciones similares estas técnicas no
permiten la determinacion de sus cantidades
“totales” porque la intensidad de las sefiales
derivadas de diferentes sondas o anticuerpos
no pueden ser cuantitativamente comparadas
o acumuladas.

Enel caso delosreceptores de Reelina,
la evidencia genética sugiere que ApoER2 y
VLDLR funcionan principalmente de manera
redundante (Trommsdorff et al.,1999),
aunque cada uno de ellos puede tener sus
propias funciones especificas (Benhayon et
al., 2003; Hack et al., 2007). Por otra parte,
ApoER?2 se une a Reelina con mas fuerza que
VLDLR (Andersen etal., 2003), complicando
aun mas la interpretacion. La utilizacion de
sondas de fusién con fosfatasa alcalina (AP)
es un método sensible y facil para cuantificar
las interacciones proteina-proteina en el
medio extracelular (Flanagan et al., 2000).
Nosotros desarrollamos y empleamos aqui
una proteina de fusion AP con la principal
unidad de binding al receptor de Reelina
(dominios 3 a 6) [AP-RR36] para localizar
la cantidad total de receptores funcionales de

Reelina (FRR, functional Reelin receptors)
en el cerebro de ratones de tipo silvestre y en
ratones mutantes. En relacion a la validacion
dela proteina de fusion AP-RR36, mencionar
que la proteina asociada a receptor (receptor-
associated protein [RAP]) es un ligando
comun para los receptores de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) capaz de bloquear
la interaccion entre Reelina y ApoER2 o
VLDLR (Herz et al., 1991; Andersen et al.,
2003). Usamos por ello una proteina de
fusion Glutation S transferasa-RAP (GST-
RAP) para descartar la posibilidad de que
nuestra sonda AP-RR36 se ligue a moléculas
que no sean receptores de lipoproteinas.

La neurogénesis en los estadios embrionario
y adulto del ratdn resulta ser un proceso
continuo a medida que se van revelando el
linaje de las células precursoras neurales
(NPC) y la conservacién de muchas vias
de sefalizacion intrinsecas (revisado por
Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009; Ming y
Song, 2011). El origen y las caracteristicas
de senales extrinsecas aun puede rebatir esta
idea.

5. Continuidad de la senal de
adulto

La glia radial durante el desarrollo
y una subpoblacién de astrocitos derivados
de la glia radial en el cerebro adulto son
considerados como las células fundadoras
de la mayoria, si no de todos, los linajes
neurales del Sistema nervioso central (SNC).
Estas células madre neurales experimentan
distintos tipos de division celular, dando
lugar a la diversidad de tipos celulares
macrogliales y neuronales del SNC (revisado
por Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). En
particular, las células neurales no actian en
sus lugares de nacimiento, sino que llevan a
cabo migraciones mas o menos extensas.

La neurogénesis adulta activa
ocurre mayoritariamente en dos regiones
restringidas en el cerebro: la zona ependimal/
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subependimal (EZ/SEZ) de los ventriculos
laterales y la zona subgranular (SGZ) en
el giro dentado del hipocampo. La EZ/
SEZ de la pared de los ventriculos laterales
constituye el mayor nicho neurogénico
del cerebro mamifero adulto (revisado por
Ihrie y Alvarez-Buylla, 2011; informacién
detallada de nichos neurogénicos en Adenda
2). Contiene multitud de poblaciones
celulares incluyendo ependimocitos
que delimitan el ventriculo y astrocitos
subependimales cuyo comportamiento es
considerado como el de una célula madre

neural (las llamadas células tipo B). Las
células tipo B dan lugar a células tipo C que
son activamente proliferativas, funcionando
como progenitores intermedios. Las células
C a su vez generan neuroblastos inmaduros
(células tipo A), las cuales migran formando
cadenas a través de la via migratoria rostral
(RMS) hacia el bulbo olfatorio (OB), donde
se diferencian en interneuronas granulares
y periglomerulares (Lois y Alvarez-Buylla,
1994; Doetsch et al.,, 1999; Carleton et al,,
2003; Brill et al., 2009).

Timeline 1 | Funciones de reelina mas relevantes propuestas hasta 2004

Reelina actia como wuna seial
repelente para poblaciones

neuronales tempranas (Ogawa et al.,
1995; Schiffmann et al., 1997) o como

una sefal de stop (Pearlman et al,
1996), también para las células de
Purkinje del cerebelo (Miyata et al.,
1996)

Reelina actla un
quimioatrayente para

células de Purkinje jévenes
durante su migracion

(Gilmore and Herrup, 2000)

como

Durante el

para ellas la glia

et al., 2000)

desarrollo cortical,
funciona como una seial inhibitoria que
finaliza la migraciéon radial de neuronas
jovenes, liberandolas de la guia que es

Sheppard and Pearlman, 1997, Dulabon

reelina

radial (Frotscher, 1997;

Otras Funciones

*Sinaptogénesis y el correcto desarmrollo dendritico (Del Rio et al., 1997; Miyata et al.,
1997; Ohshima et al., 2001; Rice et al., 2001; Niu et al., 2004; Yabut et al.,2007).
*Regulacion de la plasticidad neuronal y modulacion de los procesos de aprendizaje y
memoria (Impagnatiello et al., 1998; Pesold et al., 1998, 1999; Guidotti et al., 2000;
Rodriguez et al., 2000, 2002; Weeber et al., 2002).




Las células tipo B y C estan también
estrechamente asociadas a vasos sanguineos
y a la gran matriz extracelular circundante
(Mercieretal.,2002; Shenetal.,2008; Tavazoie
et al., 2008). Las células tipo B mantienen
importantes propiedades de células de la glia
radial, consideradas a su vez las células madre
neurales durante el desarrollo cerebral. Por
ejemplo, sus cuerpos celulares estan ubicados
generalmente justo bajo capa celular de la
zona ependimal, pero tienen cortos procesos
que se extienden a través del epéndimo
con pequefas terminaciones apicales sobre

el ventriculo que contactan con el liquido
cefalorraquideo (LCR). Por tanto, la zona
subependimal puede ser considerada como
una especie de neuroepitelio desplazado
(nicho neurogénico esquemetizado en figura
2). De manera interesante, la migracién
de los neuroblastos es paralela al flujo del
liquido cefalorraquideo y el batir del cilio
ependimal es necesario para un flujo normal
del LCR, la formacién de un gradiente de
concentraciéon de moléculas del LCR y la
migracién direccional de los neuroblastos
(Sawamoto et al., 2006).

En adulto, se ha propuesto que reelina
actla como una sefial de despegamiento

para los precursores de interneuronas que
migran en cadena, constituyentes de la

RMS, provocando el cambio de wuna
migracion tangencial colectiva a una

migracioén radial individual desde el nicleo

del bulbo olfatorio, final de la RMS, hacia
las capas externas del mismo (Hack et al.,

2002)

La proteina tenascina-R inicia
también el despegamiento de
los neuroblastos de sus
cadenas y su migracién radial
dentro del bulbo olfatorio
(Saghatelyan et al., 2004).
Sorprende la similitud de esta

funcién con la propuesta para
reelina en 2002 por Hack et al.

El trabajo del laboratorio de Tom
Curran utilizando un ratén con

expresion ectdépica de reelina para
evaluar sus efectos, indica que es poco
probable que reelina funcione como
una sefal de parada o como un
guimioatrayente (Magdaleno et al.,,
2002)

*Implicacion en varias enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas,

A pesar de estos y otros logros
bioguimicos y genéticos, alun se
desconoce el modo en que esta via
se relaciona con el

comportamiento in vivo de las
células nerviosas durante Ia
migracion. No existe un modelo
coherente de la funcién de reelina
(aunque ya existen mas de 500
entradas en Pubmed)

incluyendo

esquizofrenia, trastorno bipolar, depresién, autismo y enfermedad de Alzheirmer
(Impagnatiello et al., 1998; Fatemi et al., 2001, 2002, 2005; Guidotti et al., 2000).
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Figura 2| Nichos neurogénicos del desarrollo embrionario y adulto
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(A)Microambiente de las células madre neurales embrionarias. La complejidad del plato cortical (CP) aumenta a medida que se
desarrolla el cerebro, debido a la generacidn de diferentes tipos neuronales y la aparicion de una densa red de vasos sanguineos
(Herken et at., 1989). Paralelamente también se observa un incremento en la complejidad de la zona ventricular (VZ) (Pinto and
Gotz, 2007), aunque esto no es estructuralmente obvio porque la VZ estd dominada por células de la glia radial de diferentes
subtipos con algunos progenitores intercalados (Gal et al., 2006, Hartfuss et al., 2003). La zona subventricular estd dominada
por los progenitores intermedios (IPCs), derivados de la glia radial (modificado de “The neural stem cell microenvironment” de
Kazanis et al., 2008). (B) llustracion que resume avances recientes en el entendimiento del nicho EZ/SEZ adulto. La zona
ventricular apical se muestra arriba. Las células ependimales (E) son multiciliadas, y los cuerpos basales de estos cilios estdn
orientados en la direccidon del liquido cefalorraquideo. Forman estructuras en rueda alrededor del proceso apical de las células
tipo B1, quienes extienden un cilio no movil al ventriculo. Las células tipo B2 tienen caracteristicas astrociticas y no contactan
con el ventriculo. Las células amplificadoras transitorias (tipo C) se encuentran asociadas a las tipo B y también cerca de los
vasos sanguineos (Bv). Los neuroblastos (células tipo A) migran tangencialmente en cadenas convergiendo en la ruta migratoria
rostral (RMS) hacia el bulbo olfatorio. [Mg, macroglia de la matriz extracelular, también incluida en la EZ/SEZ] (Modificado de

Rhie and Alvarez-Buylla, 2011).

La conservaciéon de varias vias
de sefalizacion intrinsecas subyace al
remarcable parecido entre la neurogénesis

embrionaria y adulta, aunque el origen y la
naturaleza de sefales extrinsecas puede que
sea diferente (revisado por Ming y Song,
2011). Un rango de morfdégenos, incluyendo
Notch, varias Efrinas y receptores de Efrinas,
factores de crecimiento, neurotrofinas,
citoquinas, neurotransmisores y hormonas
han sido identificados como importantes
elementos extracelulares con un papel en
la neurogénesis adulta (revisado por Ming
y Song, 2011; Zhao et al., 2008; Jang et al,,
2008).

Existe un conocimiento mas bien
limitado de las senales extracelulares que
controlan la migracién neuronal dirigida
durante la neurogénesis adulta, o sobre
las relaciones moleculares que conectan la
neurogénesis y la migracién (informacioén

detallada en Adenda 3). Se sabe que unas
cuantas moléculas de adhesion (como
B1-integrin, PSA-NCAM vy tenascin-R) y
sefiales extracelulares (como neuroregulinas
y slits) regulan la estabilidad, motilidad o
direccionalidad de la migracién neuronal
durante la neurogénesis de la EZ/SEZ
(revisado por Lledo et al., 2006; Ming y Song,
2005).

La glicoproteina secretable Reelina
(Fig. 3) y su maquinaria de sefalizacién
son requeridos para un correcto desarrollo
cerebral, afectando a la migracién neuronal
y a la posicion de varios linajes neuronales.
Como se ha mencionado anteriormente,
la unién de Reelina al Receptor 2 de la
Apolipoproteina E (ApoER2) o al receptor
de la lipoproteina de muy baja densidad
(VLDLR) induce la fosforilacion del
adaptador citoplasmico Disabled 1 (Dabl),
produciendo una cascada de transduccion de



Figura 3 | Estructuradereelina
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Reelina es una glicoproteina secretable de la matriz extracelular, compuesta por 3461 aminoacidos con un
péptido sefial escindible, varios lugares potenciales de glicosilacion y 8 fragmentos repetidos del tipo EGF
(Epidermal Growth Factor) (D’Arcangelo et al., 1997). In vivo, reelina se escinde en 3 fragmentos por la
existencia de dos lugares de corte, entre las repeticiones 2 -3 y entre las repeticiones 6-7, si bien la funcion
propia de cada uno de ellos se desconoce. Lo que si se sabe es que la porcion central (fragmento
correspondiente a las repeticiones 3 a 6, aminodcidos del 1220 al 2664) es capaz de recapitular las funciones
de la proteina completa, uniendo sus receptores ApoER2 y VLDLR, induciendo la fosforilacion de Dab1l y
rescatando un fenotipo reeler tras aplicar reelina recombinante a rodajas de cerebro embrionario reeler

(Jossin et al., 2004).

sefializacion detirosinaquinasayunrecambio
regulado de Dabl. De hecho, el ratdn reeler
(deficiente en Reelina) y los mutantes nulos
para Dabl o ApoER2/VLDLR muestran
defectos de posicionamiento comparables
(Rice y Curran, 2001; Tissir y Goffinet, 2003;
Luque, 2007; Cooper, 2008). Sin embargo,
Reelina no funciona simplemente como una
sefial de posicionamiento, si no que parece
participar en multiples procesos criticos para
la migracion neuronal y el posicionamiento
celular (Magdaleno et al., 2002).

El ARNm y la proteina Reelina
se expresan en altos niveles en las capas
superficiales de las estructuras corticales
1998;
DArcangelo et al, 1995; Ogawa et al,
1995; Schiffmann et al., 1997). Las células
de Cajal-Retzius de la zona marginal de la

embrionarias (Alcantara et al,

corteza, el stratum lacunosum moleculare
del hipocampo, y la capa marginal externa
del giro dentado son las fuentes mayoritarias
de Reelina en la corteza embrionaria y el
hipocampo postnatal temprano. Las células
granulares jovenes de la capa granular

externa del cerebelo embrionario y postnatal
temprano también sintetizan altos niveles de
Reelina. El patrén de expresion de Reelina,
sin embargo, cambia dramaticamente
durante el desarrollo postnatal. En el cerebro
adulto, esta proteina ya no queda confinada
a capas corticales superficiales, sino que se
expresa en todas las capas de la corteza y el
hipocampoporunsubgrupodeinterneuronas
GABAérgicas (Alcantaraetal., 1998; Pesold et
al., 1998). En el bulbo olfatorio, se ha descrito
la presencia de Reelina en algunas células
periglomerulares de la capa glomerular,
algunas células en penacho (tufted cells)
de la capa plexiforme externa y, en mayor
medida en las células mitrales (Valero et al.,
2007). Ademas, se encuentra presente en el
liquido cefalorraquideo, encontrandose en
el organo subcomisural (SCO, uno de los
érganos circunventriculares), altos niveles de

expresion de Reelina.

Nuestro grupo ha demostrado que,
durante el desarrollo cerebral, Reelina,
actuando por encima de la sefalizacion
de Notch, es necesaria y suficiente para
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Timeline 2 | Funciones de reelina propuestas desde 2004 hasta la actua

Regulacion del
posicionamiento de las
células granulares del
hipocampo (Heinrich et
al., 2006); Implicacion en
la neurogénesis y
reduccion  de la
susceptibilidad a sufrir
dafio cerebral por un
isquemia en el cerebro
adulto (Won et al., 2006)

Reelina regula la tasa de
neurogénesis a través de Notch
(Lakoma et al., 2011);
regulacién autonoma-celular de
la migracion y desarrollo
dendritico de las neuronas
hipocampales adultas (Teixeira
et al., 2012). Reelina media el
despegamiento de los
neuroblastos para pasar de la
RMS al bulbo olfatorio a través
de ApoER2 (Hellwig et al.,
2012).

Regulacion del equilibrio entre
neurogénesis y gliogénesis en el
hipocampo adulto (Zhao et al,,
2007); la funcién de los receptores
ApoER2/VLDLR y Dabl en la RMS
es independiente de reelina
(Andrade et al., 2007); roles
divergentes mediados por ApoER2
o VLDLR, promover o detener la
migracion neuronal
respectivamente (Hack et al,
2007). La via de seializacion de
reelina opera exclusivamente en
algunos linajes neuronales para
regular la migracién (Luque, 2007).

Reelina es requerida
para la migracién en
cadena de las NSC
(Massalini et al.,,
2009); modulacién de
la organizacion del
citoesqueleto a través
de Rho  GTPasas
(Leemhuis et al,,
2010); intensificacion
de la potenciacién a
largo plazo  (LTP)
(Pujadas et al., 2010).




idad

La sefializacion de
reelina juega un
papel critico en la
especificacion de la
dendrita distal y la
modulacion de la
actividad sindptica
(Park and Curran,
2014).

Recientemente se ha propuesto
en hipocampo que reelina podria
atraer las células granulares en
migracion, determinando su
direccién, por su accion sobre el
citoesqueleto a través de cofilina
(Wang et al., 2018).

En las zonas
germinales, reelina
retrasa la migra-
cion neuronal vy
altera sus trayec-
torias (Britto et al.,
2014).

Reelina es un componente
importante en la orientacion
y migracion dirigida de las
neuronas corticales y en su

correcta laminacién
(Frotscher et al., 2017).
Reelina promueve la

adhesién entre neuronas en
cultivo (Matsunaga et al.,,
2017). Por otro lado, existen
descritas varias funciones
no-neuronales (Revisado en
Khialeeva and Carpenter,
2017).
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determinar la tasa de neurogénesis cortical
(Lakoma et al., 2011). También se requiere
esta interaccion para la migracién y el
posicionamiento neuronal (Hashimoto-
Torii et al., 2008). Por lo tanto, esta funcion
temprana de Reelina en el compartimento
proliferativo puede subyacer su requeri-
miento post-proliferativo, abriendo la
posibilidad de que actie acoplando la
neurogénesis y la migraciéon neuronal, quizas
de una forma mas parecida a una senal
permisiva que a una sefial instructiva para la
migracion celular. De hecho, un mecanismo
de bajoregulacién de ApoER2 dependiente
de Reelina desacopla las nuevas neuronas de
los NPCs, lo que habilita a las neuronas para
migrar (Pérez-Martinez et al., 2012, Articulo
2).

Resaltando la dificultad de establecer
un modelo coherente para la funciéon de
Reelina, en los ultimos afos ha habido
un gran numero de estudios que han
proporcionado evidencias contradictorias,
tales como si Reelina juega o no un papel
durante la neurogénesis y migracion celular
adultay, si es asi, cudl. (Kim et al., 2002; Hack
etal.,2002; Won et al., 2006; Zhao et al., 2007;
Heinrich et al., 2006; Andrade et al., 2007;
Gong et al., 2007; Simo et al., 2007; Blake et
al., 2008; Massalini et al., 2009; Pujadas et
al., 2010; Courtes et al., 2011; Teixeira et al.,
2012 [Esquematizado en Timeline 2]).

Uno de los mensajes que quiere
transmitir la primera parte de este trabajo
es que Reelina, en contra de lo que hasta
ahora se venia postulando, actiia en estadios
neuronales muy tempranos de la corteza en
desarrollo, ya en etapas premigratorias. Por
lo tanto, se reta la concepcidn generalizada
de que la via de sefalizacién de Reelina
funciona una vez las neuronas de proyeccion
han alcanzado la placa cortical, puesto que
hay un gran enriquecimiento en la expresion
de receptores funcionales de Reelina en la
region ventricular/subventricular (VZ/SVZ),
donderesidenlas células precursoras neurales

(NPCs). Ademas, se sugiere que Reelina bajo-
regula el receptor, siendo principalmente
ApoER2 (si no exclusivamente) el que
expresan las neuronas premigratorias y
conjeturamos que también las NPCs durante
el desarrollo neocortical medio/tardio.

En una segunda parte del trabajo,
usamos aproximaciones de pérdida vy
ganancia de funcién con ensayos in vivo
y ex vivo para investigar si la sefializacion
de Reelina persiste en el nicho germinal
de los ventriculos laterales del cerebro
adulto. Nuestros resultados sugieren que la
sefalizacion de Reelina permanece activa
en la EZ/SEZ y es necesaria y suficiente para
modular este nicho neurogénico. También
sugieren que la Reelina presente en el LCR,
actuando por encima de ApoER2 y Dabl,
regula la integridad y funcionalidad del
epéndimo ventricular, las NPCs circundantes
y eventualmente el comportamiento
migratorio de los neuroblastos a lo largo de
la RMS (informacién adicional sobre fuentes
de Reelina en Adenda 4). Tomados en
conjunto, nuestros resultados apuntan hacia
una accion universal y simple de Reelina en
el cerebro en desarrollo que continda en la
edad adulta.

En vista de todo lo anterior, nues-
tra hipotesis general de trabajo explica, de
forma tentativa, que mads alla de un estricto
requerimiento para la migraciéon neuronal
durante el desarrollo cerebral embrionario,
la senalizacion mediada por Reelina confor-
maria una maquinaria maestra que, de for-
ma universal y simple, regularia los diversos
aspectos de la neurogénesis (incluyendo la
migracion, una expresion especifica de la di-
ferenciacion neural) en los multiples linajes
neurales sensibles a su accidn, tanto duran-
te el desarrollo cerebral embrionario como
en los nichos neurogénicos remanentes en
el cerebro adulto. Dicha hipétesis de trabajo
resulta experimentalmente contrastable, al
menos en los términos en que se aclara en
los objetivos de esta Tesis.



OBJETIVOS

Objetivo general

Explorar nuevos mecanismos de sefalizacion celular mediados por la proteina
Reelina, tanto durante la neurogénesis embrionaria como en los nichos neurogénicos
remanentes en el cerebro adulto y determinar si los mismos permanecen conservados.

Objetivos concretos

1.- Desarrollar y caracterizar la proteina de fusion AP-RR36 (fosfatasa alcalina-
dominios de Reelina 3 a 6) para, evaluando su marcaje, determinar la localizacién de
receptores funcionales de Reelina [FRR] (i.e., aquéllos presentes en su forma madura
en la membrana celular).

2.- Estudiar la senalizacion mediada por Reelina en los esbozos de la corteza cerebral
y el cerebelo durante el desarrollo embrionario y determinar en qué estadios celulares
ejerce su accion.

3.- Examinar los efectos de la carga de las formas maduras del receptor de Reelina
ApoER?2 en la membrana plasmatica.

4.- Determinar el mecanismo por el cual las nuevas neuronas de proyeccion se separan
de sus células progenitoras y comienzan su migracion hacia su destino final en la
corteza, para discriminar si Reelina actiia como una sefial permisiva o instructiva.

5.- Estudiar si la sefializacion mediada por Reelina persiste en el cerebro adulto.

6.- Determinar desde donde acttia Reelina analizando uno de los principales nichos
neurogénicos, como es la zona ependimal y subependimal del sistema compuesto por
los ventriculos laterales- via migratoria rostral-bulbo olfatorio del cerebro adulto.

7.- Establecer si la sefializacion mediada por Reelina regula la neurogénesis a través de
un mecanismo conservado que abarque desde el desarrollo embrionario hasta la edad
adulta.
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MATERIAL Y ME

1. Animales B |
Todos los procedimientos experimentales
con animales se han llevado a cabo segin
la legislacion espafiola (RD 1201/2005,
modificado por el RD 53/2013), de la Union
Europea (2010/63/EU) o segun la Guia para
el cuidado y uso de animales de laboratorio
(Institute of Laboratory Animal Resources,
The National Academies, USA).

Los ratones silvestres de la cepa B6C3
se obtuvieron de la compaiiia Harlan (Harlan
Laboratories, Inc. Indianapolis). Las lineas
de mutantes usadas para los experimentos
de esta tesis fueron obtenidas gracias a la
generosidad de los siguientes investigadores:
ratones transgénicos nestin-Reelin (Dr. Tom
Curran), mutantes reeler (Dr. Masaharu
Ogawa y Dr. Eduardo Soriano), mutantes
ApoER2 (B6;129S6-Lrp8tm1Her/])y VLDLR
(B6;129S7-Vldlrtm1Her/]) (Dr. Johannes
Nimpf), ratén transgénico Nestin“**"* (Dr.
Gord Fishell) y ratén mutante condicional
Dabl cKlIneo (Dr. Brian Howell).

2. Procedimiento de perfus
cular

La anestesia utilizada para proceder a la per-
fusion de los ratones consta de una inyeccién
mezcla 2:1 de ketamina:xilacina a razén de
100 mg/kg y 10 mg/kg, respectivamente. Se
inyecté intraperitonealmente la dosis para
cada ratoén segln su peso y, tras comprobar
la ausencia de sensibilidad a estimulos meca-
nicos, se procedi6 a la perfusion, realizando
un corte en la region ventral, bajo la caja to-
récica, para tener acceso al corazon.

La perfusion cardiovascular se rea-
liza en un primer momento introduciendo
una solucion de lavado (PB 0.1 M. PB: Stock
I: 0.5M Na,HPO,; Stock TI: 0.5M NaH,PO,.
77,4 ml de Stock I + 22.6 ml de Stock II) a
través del ventriculo izquierdo del corazén,
para después abrir paso a una solucion de
Paraformaldehido al 4% en PB. En este pro-
cedimiento no se utilizaron bombas peristal-
ticas, sino que se uso la fuerza de la gravedad.

Una vez perfundido se extrae el
cerebro y se introduce en la misma solucién
fijadora durante 48 horas, a fin de producir
una fijacion total y uniforme (postfijacion).
Entonces se cambia el medio a una solucién
crioprotectora (PB 1X, 30% Sacarosa, 0.05%
Azida de Sodio). La sacarosa ha de infiltrarse
en el tejido para proteger la integridad celular
en el momento de la congelacion y corte en
secciones.

Para la aplicacién de las técnicas
inmunohistoquimicas en cerebros
embrionarios se llevaron a cabo diferentes
métodos de fijaciéon, dependiendo del
estadio de desarrollo de los animales. Para
embriones de 14 dias (E14), una vez extraidos
del utero materno, se extrajeron los cerebros
y directamente se procedié a su inmersion
en 4% Paraformaldehido durante toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente se cambid
esta solucion por una al 20% de Sacarosa en
tampon fosfato para su crioprotecciéon. Su
conservacion se realizo a 4 °C.

En cambio, cuando interesaban es-
tadios de desarrollo posteriores como E18 o
PO (dia postnatal 0), los animales fueron per-
fundidos cardiacamente con 4% paraformal-
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dehido y postfijados en la misma solucién
durante una o dos noches, respectivamente.
Una vez pasado este periodo de tiempo tam-
bién se crioprotegieron en misma solucién
de sacarosa empleada anteriormente.

3. Inclusion en bloque de gelatina

Para una mayor homogeneidad y capacidad
de comparacion de las secciones, se ha
desarrollado un método de inclusiéon en
gelatina, en bloques en los que pueden
incluirse hasta 7 cerebros de raton adulto
para corte frontal o sagital. El bloque ha de
fijarse para que adquiera una consistencia
suficiente como para soportar el proceso
inmunohistoquimico. Para ello se introduce
en una solucion fijadora durante 2 dias (4%
Paraformaldehido, 30% Sacarosa en PB;
Heimer y Robards, Neuroanatomical Tract-
Tracing Methods, 1981).

El bloque esta compuesto de una
solucion de gelatina al 13,6%, 29,5% Sacarosa
y H,O. En primer lugar se disuelve la sacarosa
en el agua y posteriormente, poco a poco se va
vertiendo la gelatina (de piel de cerdo, fluka
04055) bajo constante agitacion. La mezcla
se incuba en un tubo de 50 ml bien sellado
en un bafo a 60 °C durante 30 minutos.
Una vez la solucion estd homogénea, se ha
de verter un poco en un molde de
metacrilato (Figura Mla) y esperar
a que endurezca a 4 °C (unos 5
minutos, para que no se solidifique
demasiado y después se separe
de la siguiente capa al cortarlo).
Posteriormente se ponen el/los
cerebro/s en la base solidificada del
molde en la orientacion deseada
(es recomendable poner una gotita
de la mezcla en la base del cerebro
para facilitar su sujecion a la
superficie) y volver a poner a 4 °C

la formacién de burbujas. Para facilitar
el reconocimiento de las secciones una
vez cortado el bloque, lo que hicimos fue
disponer los cerebros de forma asimétrica
durante la elaboracidn, es decir, una primera
<« b2

planta” con 4 cerebros y una segunda con 3
(Fig. Ml1c).

Tras unos 20 minutos a 4 °C, se extrae
el bloque del molde y se introduce en una
solucidn crioprotectora durante 3 noches (4%
Paraformaldehido y 30% sacarosa en PBS).
Una vez pasado ese tiempo, la consistencia
del bloque es la adecuada para cortarse en el
criotomo (Fig. M1b); si no se va a cortar, el
bloque puede conservarse en una solucién
de sacarosa al 30% en tampon fosfato.

El bloque se corta entonces en
secciones de 50 um de grosor, utilizando
un microtomo de congelacion (Microm
HM430). Las secciones se recogen en placas
de 24 pocillos con KPBS. Este método nos
permite tener hasta 7 secciones de tejido
en una unica gran seccién flotante. Ofrece
varias ventajas, como la de poder comparar
diferentes genotipos a niveles anatémicos
muy similares en los que se han dado
exactamente las mismas condiciones de
incubacion de anticuerpos; también permite
seriar con facilidad.

Figura M1 | Construccién
del bloque de inclusién en
gelatina

(a) Molde de metacrilato con
una base de gelatina y piezas
colocadas en el orden
deseado. Posteriormente se
vierte gelatina hasta cubrir
las piezas por completo.

(b) Tras 48 horas de fijacion
a 429C se extrae el bloque de
inclusién, el cual adquiere la
consistencia adecuada para
| ser cortado en un micro-

otros 5 minutos. Después de que el
cerebro esté firmemente adherido a
la base, se vierte lentamente el resto

c] tomo de congelacion.

(c) Esquema de una seccidn
del bloque de gelatina en
corte frontal.

de la mezcla de gelatina, evitando



4. Tincién de Nissl |
Una vez tuvimos los bloques de gelatina
previamente desarrollados, todas las
secciones cortadas al micrétomo de
congelacion fueron recogidas seriadamente,
de forma que 1 de cada 5 secciones fue
separada para realizar posteriormente una
tincion Nissl.

Para llevar a cabo esta tincion, en
primer lugar se montaron las secciones de
los bloques de gelatina en los portas, y se
dejaron secar 24 horas. Una vez transcurrido
este tiempo, se introdujeron en una cubeta
con 200 ml de violeta de cresilo durante 10
minutos. Acto seguido, se eliminé el exceso
devioleta mediante un rapido pase en agua. El
siguiente paso fue la diferenciacién con una
solucién de etanol 70% y 4cido acético glacial
0.3%, durante 2-3 minutos. A partir de este
momento se llevé a cabo una deshidratacion
total de las secciones mediante una serie de
pases de 2 minutos en alcoholes de creciente
graduacién: etanol 70%, 96%, absoluto.
Por ultimo se introdujeron en Xilol hasta
el momento de su montaje con el medio
permanente Depex.

5. Inmunohistoquimica/In
cencia (IF)
- .

Las secciones se lavaron 3 veces en el tampdn
KPBS (0.37MKH,PO,,0.17mK HPO ,0.63M
NaCl, pH 7.4, H,O) durante 15 minutos. Para
el revelado con Diaminobenzidina (DAB,
Sigma), es necesario inactivar la peroxidasa
enddgena con 3% de Peroxido de Hidrégeno
durante (Sigma) 30 minutos, lavando
nuevamente 3 veces con KPBS. En cambio,
para realizar inmunofluorescencia, este paso
no es necesario hacerlo, y directamente
bloqueamos los sitios inespecificos de unién
con suero durante 1 hora (10% Suero, 0.025%
Tritéon X100, Sigma). Tras este paso seincuban
las secciones con el anticuerpo primario (1%

5.1. Protocolo general

suero, 0.025% Tritén X100) durante toda la
nocheatemperatura ambiente. A otra serie de
tres lavados le siguio la incubacion durante 2
horas con el anticuerpo secundario (con 1%
de Suero). Tras una nueva serie de lavados,
necesitamos un paso extra de incubacidon
con el Complejo Avidina-Biotina (ABC,
Vector) durante 90 minutos, para acoplar
la peroxidasa a los mismos, mediante un
puente avidina-biotina y poder llevar a cabo
el revelado con Diaminobencidina (DAB).
Por ultimo, se aplicé otra serie de lavados
previa a revelar con una solucién de 0.05%
DAB y 0.032% H,O2 en KPBS durante 10
minutos. Este tltimo paso se obvia cuando
se trata de Inmunofluorescencia.

Los cerebros de animales PO
fueron cortados usando un micrétomo
de congelacion a 50 pm, mientras que los
cerebros E14 y E18 se cortaron en secciones
de 16 pm usando un criostato.

Para la deteccion de analogos de
timidina, es necesario incorporar un paso
adicional de desnaturalizacion del ADN
usando HCI 2N con sus correspondientes 3
lavados, previoalaincubacion conlasolucion
de bloqueo. Pueden montarse entonces
las secciones en portas convencionales. Se
dejaron secar una noche y se montaron con
el medio permanente de montaje Depex,
previa deshidratacion en etanol de progresiva
graduacion, empezando por Etanol 70%,
96%, Absoluto (2 minutos por cubeta) y por

fin en Xilol.

Para la realizacion de esta doble inmunofluo-
rescencia necesitamos el siguiente protocolo
de 3 dias:

5.2. Protocolo para doble IF
marios del mismo huésped

o Anticuerpos primarios: rTbrl, rCuxl1.
o Anticuerpos secundarios: Cy2-Goat an-
ti-rabbit, Cy3-Goat anti-rabbit.
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Se realizo el bloqueo con 10% suero
normal de oveja (NSS, normal sheep serum)
1 hora a temperatura ambiente) y se incubo
toda la noche con rCux1 (1:50) en 1% NSS,
0.05% Triton x-100 (temperatura ambiente).
Entonces se lavod 3 veces con KPBS durante
15 minutos. Incubamos con Cy2-goat anti-
rabbit en 1% NSS (2 horas, TA) y se lavé de
nuevo. El siguiente paso es critico, puesto que
se necesitan bloquear los sitios de union del
anticuerpo primarioysecundario que quedan
libres con 10% Suero normal de conejo (suero
del mismo huésped en que se elaboraron los
anticuerpos primarios) durante 90 minutos a
temperatura ambiente. Se lava nuevamente,
esta vez 4 veces 15 minutos en KPBS para
eliminar totalmente los posibles restos de IgG
para el paso siguiente, que es la incubacion
con un exceso de Fragmentos ab (Fab) de
anticuerpo sin conjugar disefiados en la
especie donde esta producido el anticuerpo
secundario y para unirse a los anticuerpos
producidos en la especie del anticuerpo
primario, por lo tanto, Goat anti-rabbit sin
conjugar, toda la noche a 4 °C en 1% NSS.
Posteriormente se lava 3 veces 15 minutos en
KPBS. Posteriormente se bloqueé con 10%
NSS durante 1 hora a temperatura ambiente
y acto seguido se anadio en anticuerpo rTbrl
(dilucion 1:100, en 1% NSS, 0.05% Triton
x-100 a temperatura ambiente durante toda
la noche). Tras una nueva serie de lavados
se incub6 con Cy3-Goat anti-rabbit en 1%
NSS (2 horas a temperatura ambiente).
Finalmante, realizamos una tincién nuclear
con usando 4',6-diamidino-2-fenilindole
(DAPI).

5.3. Doble marcaje con andlog
dina

Para la inmunodeteccion de los analogos
de Timidina, es necesario introducir un
paso adicional en el protocolo estiandar
de inmunofluorescencia, como es la
desnaturalizacion de las hebras de DNA
con HCl 2N para que los andlogos de
timidina (BrdU, CldU o IdU) puedan

tener acceso a las mismas y se incorporen
a ellas. Concretamente, para comprobar
si se da rescate de la laminacién en la
placa cortical que queda por encima de la
subplaca ectdpica en el cerebro de los reeler
ne-Reelin (transgénicos), administramos
Clorodeoxiuridina  intraperitonealmente
en el 13 dia de desarrollo embrionario
(E13) (Sigma, a razon de 41.66 mg/kg)
y 24 horas mas tarde Iododeoxiuridina
(Fluka, 58.33 mg/kg) en hembras de ratén
prenadas heterocigdticas para Reelina. La
camada al completo se sacrificé al nacer
(P0), perfundiéndose cardiovascularmente y
genotipandose para el gen Reln.

6. Binding in situ de la sonda

Los vectores de expresion para la protei-
na de fusion de Fosfatasa Alcalina-Reelina
(AP-RR36) se construyeron sobre el plasmi-
do pAPtag-5 (GenHunter) (Flanagan et al.,
2000). La region de repeticiones de Reelina
(Reelin Repeats, RR) se defini6 segun un ali-
neamiento computerizado (Ichihara et al.,
2001). El constructo de cDNA de Reelina,
pCirl (D’Arcangelo et al., 1997) se usé como
plantilla para la amplificaciéon por PCR. Para
la construccion del vector de expresion para
la fusion de AP y el fragmento central de
Reelina, el fragmento de DNA codificante
de la mitad N-terminal de la tercera regioén
repetida de Reelina (RR3) se amplificé por
PCR con los cebadores CCAGTCGACAC-
TAGTACTTTGCCCCAGAACTTCTATG
y GGTCTAGAATTCACTCCTATAAGGA-
CATC (los sitios de reconocimiento de Sall y
Xbal estan subrayados). El producto amplifi-
cado se digiri6 con Sall y Xbal y subclonado
en pAPtag-5 (pAP-RR3A). Separadamente,
el fragmento de DNA codificante para la
mitad C-terminal de RR3 hasta el C-termi-
nal de RR6 se amplificé con los cebadores
CTTGGCCTGAAGTGTACG y CCICTA-
GAGCCCGAGATGAGGACATTG (el sitio
de Xbal esta subrayado) y el producto am-

6.1. Construccion del vector



plificado fue entonces subclonado en pCirl
digerido con BspEI y Xbal. Este vector fue
digerido con Xbal vy, subsiguientemente se
insertaron un linker de DNA codificante
para el epitopo FLAG (DYKDDDDK) y un
codon de stop. Este vector por lo tanto, co-
difica una proteina truncada de Reelina que
termina en el final del RR6 con el epitopo
FLAG en su C-terminal. Finalmente, el frag-
mento Agel/Xbal se escindié de este vector
y subclonado en el pAP-RR3A digerido con
las mismas enzimas, para generar el vector
de expresion para AP-RR36. Todas las se-
cuencias de expresion se verificaron median-
te secuenciacion de DNA. Los plasmidos de
expresion de ApoER2 (Nakano et al., 2007),
VLDLR y Dabl (Morimura et al., 2005) han
sido previamente descritos.

6.2. Cultivo celular, transfecci

cion de la sonda de fusiéon AP -
Células COS-7 y HEK293T se cultivaron
en DMEM (Sigma) con 10% suero fetal de
ternera (Equitech-Bio) y penicilina (5000 U/
ml)/estreptomicina (5 g/ml) (Invitrogen).
La transfeccion se realiz6 empleando
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) segun las
instrucciones del fabricante. Las proteinas de
fusion AP se expresaron en células HEK293T.
Los sobrenadantes se recogieron a los 2-3
dias, se filtraron y suplementaron con azida
de sodio (0.1% final). La concentracion total
de AP se determindé como se ha descrito
previamente (Flanagan et al, 2000). La
preparacion del sobrenadante del cultivo
conteniendo Reelina, SDS-PAGE y Western
blot se llevaron a cabo segiin Nakano et al.,
2007). Parala medida cuantitativa dela union
de AP-RR36 a células COS-7 o a cultivos
primarios de neuronas corticales de ratones
reeler, las células se incubaron con AP-RR36
y AP-control, lavadas e inactivadas por calor.
Fueron entonces incubadas con el buffer de
revelado [3.4 mg/ml substrato de fosfatasa de
Sigma (sal de 4-nitrophenyl fosfato disédico
hexahidratado), 1 M dietanolamina, pH 9.5,
y 0.5 mM MgCI2], durante 20 minutos a

temperatura ambiente. La reaccién se pard
afladiendo 500 mM de EDTA vy se midi6 la
densidad 6ptica a 405nm. Los valores de AP-
control se sustrajeron de los de AP-RR36.

Todos los procedimientos se llevaron a
cabo esencialmente como estan descritos en
Flanagan et al., 2000 y Uchida et al., 2009. Los
cerebros embrionarios o adultos en fresco se
cortaron con un vibratomo VT1000S (Leica
Microsystems, Nusslock, Alemania) en
secciones de 200 pm de grosor. Para obtener
rodajas de tejido embrionario de alta calidad
se hace necesaria la inclusion de los cerebros
frescos en una agarosa de bajo punto de
fusién, evitando la formacién de burbujas
y volteando repetidas veces el cerebro tras
la inmersion, de forma que la inclusion sea
total y homogénea. Este paso posibilita el
corte de este tejido embrionario tan fragil.

6.3. Analisis AP-in situ

Las secciones sin fijar se incubaron
con AP-RR36 o AP-Control durante 1 hora
a temperatura ambiente, se lavaron 6 ve-
ces durante 5 minutos con tampén HBAH
(Hanks’ balanced salt solution conteniendo
0.5 mg/ml albumina de suero bovino, 0.1%
(peso/volumen) NaN3, y 20 mM HEPES) y
fijadas con una solucion a base de acetona/
formaldehido durante 2 minutos. Las mues-
tras se lavaron dos veces con tampén HEPES
(150 mM NacCl, 20 mM HEPES, pH 7.0), ca-
lentado 1 hora a 65 °C para inactivar la AP
endogena y lavadas con tampon AP (100
mM NaCl, 5 mM MgCl2, 100 mM Tris, pH
9.5). Las células o las secciones se revelaron
durante 45 minutos con 0.17 mg/ml 5-bro-
mo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) y
0.33 mg/ml de nitroazul tetrazolio (NBT) en
tampon AP a temperatura ambiente.

Para poder llevar a cabo una doble
deteccion mediante inmunofluorescencia
de la localizaciéon de la proteina de fusion
AP-RR36 junto con otras de interés, se hizo
necesario introducir algunas modificaciones
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en este protocolo original. La primera de
ellas es que la fijacién de las secciones se
realizd con 4% Paraformaldehido durante
10 minutos, debido a que la fijaciéon con
acetona/formaldehido no es compatible
con una inmunodetecciéon adecuada. La
inactivacion de la fosfatasa alcalina endégena
y la incubacién con el reactivo NBT/BCIP
también se obviaron, ya que la actividad
enzimatica dela proteinano vaaser requerida
para la deteccién mediante anticuerpos. En
su lugar, tras el paso de fijacion, se aplicé un
protocolo de inmunofluorescencia estandar
como el descrito anteriormente.

6.4. Analisis de densidad semi-

de las sefial de AP-RR36 -
El anlisis semi-cuantitativo de la intensidad
delasenal de AP-RR36 se llevd a cabo usando
la version basica del programa Quantity One
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, California).
Se utiliz6 un area de 1278.98 unidades
arbitrarias® y se distribuyd aleatoriamente
sobre las fotografias 3 veces por encima y
3 por debajo de la posicion estimada de la
subplaca (en +/rl, +/rl ne-Reelin y rl/rl ne-
Reelin) y 3 veces tnicamente por debajo de
la superplaca (en caso de reeler). Mediante la
herramienta “caja de densidad” (density box)
se obtiene el valor medio de la intensidad
de la senal de AP-RR36 dentro del area
dibujada, dentro del rango 0 a 255 (blanco
absoluto a negro absoluto de cada pixel).
Las graficas se realizaron con el programa
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, California).

7. Electroporacion in utero de siRNATIIN

La electroporacion in utero fue llevada a cabo
en embriones de raton de 14 dias de gesta-
cién con un fondo genético reeler, como se
ha descrito con anterioridad (Tabata y Naka-
jima, 2001). En los animales control, se in-
yectaron 90 ng/ul de un plasmido codificante
para la proteina verde fluorescente mejorada
(EGFP, Enhanced Green Fluorescent Pro-

tein) en el ventriculo lateral, mientras que en
el grupo de animales experimental, se pro-
cedidé a coelectroporar 1 pug/pl de un ARN
de interferencia pequeno (small interferen-
ce RNA), que tiene como diana el producto
transcripcional del gen Irp8, para interferir
en la expresion del receptor 2 de la Apolipo-
proteina E (ApoER2), bajando los niveles de
traduccion de la proteina cualitativamente.

La cuantificacion de la intensidad de
la sefial de Dab1 en las células electroporadas
se realizé usando el programa informatico de
libre acceso Image], del organismo National
Institute of Health.

El estudio del posicionamiento
neuronal en corteza de embrionesalos 18 dias
de desarrollo se realiz6 usando el programa
Neurolucida. Los andlisis estadisticos se
realizaron con el paquete estadistico SPSS.

Para este estudio se establecio la edad
de 14 dias de desarrollo embrionario (E14)
para realizar la electroporacién y 18 dias
de desarrollo para el analisis (E18). Como
control, se electroporaron a E14 madres
gestantes heterocigotas y homocigotas para
Reelina (+/1l, rl/rl) con el plasmido EGFP
unicamente. Se permite que los embriones se
desarrollen hasta E18, momento en que son
extraidos del tutero y perfundidos con una
solucion 4% Paraformaldehido. Los cerebros
se cortaron coronalmente en secciones de
16 um en un criostato a -20 °C. Del mismo
modo, varios embriones E14 reeler se elec-
troporaron con plasmido EGFP y el ARN de
interferencia. Este ARN (s69322), se obtuvo
de la compania AMBION, perteneciendo a
la categoria de “ARN predisefiados seleccio-
nados y validados’, teniendo su diana en el
producto transcripcional del gen lrp8.

La concentracion del plasmido
EGFP usada fue de 90 ng/pl, mientras que la
concentracion final del ARN de interferencia
fue de 1 pg/pl (basandonos en la publicacion
de Bonnin et al., 2007), en un volumen final



de =2 pl, inyectado en uno de los ventriculos
laterales del embridn. Para verificar que la
solucién habia penetrado en el lugar correcto,
se usé 10% “Fast Green” como colorante.
Una vez comprobado esto, se aplicaron 5
pulsos de 28 voltios durante 50 ms y 950 ms
de intervalo, mediante un electroporador
CUY21E (Nepa Gene CO., LTD., Japo6n).

8. Cuantificacion y analisis estadisticoliill

La cuantificacion de la intensidad de la sefal
de Dabl se llevé a cabo mediante el progra-
ma informatico gratuito Image]J (del Natio-
nal Institute of Health americano). Todas las
fotografias se tomaron en un microscopio
de la marca Nikon Eclipse 80i con el siste-
ma Optigrid. Las condiciones de captura del
programa de imagen Volocity fueron idén-
ticas en todas las fotografias, asi como los
ajustes de brillo y contraste en el programa
Image]. En este programa, la herramienta
“Analizar particulas” (condiciones: tamafo
del pixel2 10-300 y 0-1 circularidad) nos
sirvié para crear una plantilla sobre el canal
verde de cada fotomicrografia que contenia
los bordes de todas las células electropora-
das (expresion de EGFP), reconocidas por el
programa. Posteriormente, esta plantilla se
pego sobre el canal rojo (expresion de Dabl),
de forma que pudiera ser medida la intensi-
dad media de la sefial de Dab1 en cada célula
electroporada, con valores entre 0 y 255.

El analisis estadistico se llevé a cabo
mediante el paquete de software SPSS, con la
ayuda de la Dra. Isabel Rio, Centro Nacional
de Epidemiologia (ISCIII).

Interesaba conocer si la diferencia
en la intensidad promedio de la senal
de Dabl entre los datos obtenidos de la
electroporacion con el plasmido codificante
para EGFP solo y la electroporacion conjunta
con siRNA es estadisticamente significativa.

Para comparar dos medias con la
prueba t de Student es preciso asumir que

las varianzas en los dos experimentos son
iguales. Al analisis de las varianzas se le
conoce como prueba de Levene. Una vez
introducidos los datos en el programa, el
primer paso que éste ejecuta es la prueba de
Levene para comprobar si puede asumirse
o no la igualdad de varianzas. En este caso,
para nuestros datos, si puede asumirse que
las varianzas son iguales, por eso podemos
realizar una t de Student convencional.

Al realizar la comparacion de la
densidad promedio de sefial Dabl en dos
condiciones: Sélo GFP vs. GFP+siRNA, SPSS
indica que la comparacién de los datos de
promedio es estadisticamente significativa:
p-valor<0.001.

9. Obtencion de Reelina recombinantelill

Para este procedimiento, se utilizaron células
HEK293 (Human Embryonic Kidney, riiién
embrionario humano 293) y COS7 (células
CV-1 de rinén del mono verde africano mo-
dificadas genéticamente con material genéti-
co del virus SV40), a modo de ensayo para
observar en qué linea celular se obtienen me-
jores resultados. Las células se descongelaron
rapidamente en 2 ml de medio que contie-
ne DMEM, 10% FBS (Fetal Bovine Serum,
Suero Fetal Bovino) y 1:100 penicilina/es-
treptomicina, previamente atemperado a 37
°C. Se centrifuga durante 4 minutos a 1000
rpm, suficiente para enviar al fondo las cé-
lulas para poder cambiar el medio, ya que el
medio de congelaciéon contiene DMSO, toxi-
co para ellas. Se resuspendieron en el mismo
medio de cultivo y se sembraron en un frasco
de cultivos de 25 cm® Cuando se alcanzo la
confluencia deseada, se tripsinizaron duran-
te 1 minuto, tras 2 lavados con PBS (el suero
inactiva la tripsina).

Segun el protocolo de transfeccion
con Lipofectamina 2000 (Invitrogen), para
la superficie de 1,9 cm?® que tiene el pocillo
de una placa de 24, han de sembrarse 2 x 10°
células el dia anterior a la transfeccion. Al
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dia siguiente, se cambi6 el medio a Optimem
suplementado con glutamax, un medio de
suero reducido, y sin antibiético, medio re-
comendado para la transfeccion.

Se mezclé 1, 2 6 3 ul de ADN y se
llevaron hasta 50 p1 de Optimem por un
ladoy 2 6 3 pl de Lipofectamina 2000 hasta
otros 50 ul de Optimem segun correspondia.
Tras 5 minutos se juntaron los medios que
irfan a cada pocillo y se dejaron 20 minutos
agitando suavemente cada 5 minutos.
Posteriormente se vertieron los 100 ul1 de
mezcla a cada pocillo y se afadieron 400 ul
mas de Optimem, hasta un volumen final de
500 pl. Tras 24 horas se cambi6 el medio de
transfeccion por el medio de cultivo habitual
con DMEM, FBS y antibidtico. Se recogieron
200 pl de medio condicionado a los 2, 4 y
6 dias postransfecciéon, para determinar
también el pico de produccién. La presencia
de Reelina se identific6 mediante un ensayo
de Dot blot. Una vez identificada la mejor
combinaciéon se procedid a realizar otro
experimento de transfecciéon en una tnica
placa de cultivo de 10 cm. Mediante Western
blot se comprobd que la proteina no estaba
degradada y que daba el caracteristico
patrén de 3 bandas (180, 250 y 400 kDa) con
el anticuerpo monoclonal G10 (cedido por
el Dr. André Goffinet), segin D’Arcangelo
et al., 1999, correspondientes a diferentes
isoformas de Reelina.

Dado que la concentracion a la
que se obtiene esta Reelina recombinante
es bastante baja, para rellenar las bombas
osmoticas en el experimento de infusién de
Reelina en el sistema ventricular del raton
adulto, se procedid a concentrarla mediante
un sencillo método quimico con Sulfato
Amonico ((NH,),SO,, Scharlau AM0401)).
Para ello, los medios condicionados
obtenidos de los cultivos celulares se llevan
hasta el 45% de concentracion de sulfato
amonico, anadiendo una solucién 4,1 M en
constante agitacion y a 4°C. Tras 30 minutos,
la solucién se centrifugé a 12.000 rpm

durante 30 minutos a 4°C. El precipitado
recogido se resuspendié en aCSF (liquido
cefalorraquideo artificial, cuya receta esta
disponible en la pagina web de ALZET,
fabricante de las bombas osmdticas).

10. Obtencion de ADN pla

Reelina (mini-maxi prep) -
Latransfeccion delas células HEK293y COS7
requiere una cierta cantidad de pldsmido
codificante para Reelina de la que no se
disponia. El Dr. Johannes Nimpf (Viena), nos
proporcion6 amablemente el plasmido pCrl
(vector pCDNA3, Invitrogén, con un inserto
de 10,55 kb correspondiente a la secuencia
codificante de Reelina, D'Arcangelo et
al.,, 1997). Para comprobar si el plasmido
estaba integro y tenia el tamafo esperado,
primero se realiz6 una Mini-Prep. De este
modo también conoceremos si las bacterias
SURE y DH5a eran competentes. Para
hacerlas competentes se utilizo el método de
Electroporacion. Se afiade 1 pl de plasmido
resuspendido, se dejan recuperar 30 minutos
en medio LB y después se siembran en una
placa de LB con ampicilina, antibidtico para
el cual el plasmido confiere resistencia. Las
bacterias que crezcan tras una noche a 37 °C
habran incorporado el plasmido. Se inocula
entonces una colonia aislada en un tubo con
5 ml de TB con ampicilina (en TB crecen mas
despacio, pero da mejores resultados). El dia
numero 3 se empezo6 la mini-prep. El pellet
obtenido tras el proceso se resuspendio en
50 ul de TE. Para comprobar la existencia
del ADN esperado se tom6 1 pl de ADN y se
migré con 2 ul de tampon de cargay 17 ul de
agua destilada en un gel de agarosa al 0,5%.

En el mismo gel, también seafiadieron
otras muestras que fueron digeridas con dos
enzimas de restriccion, Stul y EcoR1. Para la
determinacion de cudles eran las enzimas que
nos iban a proporcionar mas informacion, se
utilizo la aplicacion SeqBuilder del software
de analisis DNASTAR, junto con el mapa
de la secuencia del vector original pcDNA3



de Invitrogén. El plasmido entero tiene
un tamafo esperado de unas 16 kb, que
corresponden con 5,4 kb de pcDNA3 y 10,55
kb del inserto del cDNA de Reelina. Segiin
esta informacion, se usé Stul porque corta
2 veces el cDNA y 1 vez el vector y EcoRl1
que corta 1 vez en el polylinker y 2 veces el
cDNA. El resultado nos da informacién de
dénde esta insertada la secuencia codificante
de Reelina.

Una vez comprobado que teniamos
los fragmentos esperados se realiz6 una
maxi-Prep para la obtencién de una mayor
cantidad de plasmido, para lo que se
usaron unicamente las células competentes
DH5a, dado que las células SURE parecian
haber perdido el plasmido. El DNA fi nal
resuspendido se conservo a -20 °C para su
posterior uso en la transfeccion de las lineas
celulares HEK 293 y Cos?7.

Los analisis de absorbancia a 260 nm
indicaron que la concentracion final de ADN
plasmidico era de 543 pg/pl.

11. Dot bloty Western blot N
Los andlisis mediante dot blot han sido
utilizados bdasicamente para comprobar la
existencia de Reelina recombinante en el
medio condicionado tras la transfeccion
de las lineas celulares HEK 293 y COS7.
Por otro lado, el andlisis de western blot
(WB) se ha usado para la deteccion de
Reelina recombinante producida y para
experimento de fosforilacion de Dabl en
la zona subventricular (SVZ) adulta tras la
incubacién con Reelina recombinante.

El dot blot presenta ventajas y
desventajas. Permite ver rapidamente la
presencia de la proteina en cuestion, o lo
que es mas exacto, lo que se observa es que
el anticuerpo ha reconocido su epitopo
especifico, pero esto no excluye que la
proteina esté parcialmente degradada, es
decir, no funcional. También evita tener

que hacer un western blot completo en caso
de no observar reaccidon positiva. Para esta
técnica se pusieron directamente 5 ul de los
diferentes medios condicionados sobre una
membrana de nitrocelulosa de 0.20 nm de
poro (Biorad). Tras dejar secar, se realiza
un rapido lavado de 5 minutos con TTBS,
para después realizar un paso de bloqueo
durante 1 hora con 7,5% de leche en polvo
convencional en TTBS. Posteriormente se
llevo a cabo la incubacién con el anticuerpo
primario (G10, 1:1000 en TTBS) durante 2
horas. Siguieron 3 lavados de 15 minutos
con TTBS, la incubacion con el anticuerpo
secundario durante 1 hora (HRP-Donkey
anti-mouse, 1:10000) y otra ronda de lavados
antes de revelar el resultado mediante
electroquimioluminiscencia usando un kit
de ECL (Roche, Basilea, Suiza) que se incubd
durante 5 minutos.

Para analizar la presencia de Reelina
en los medios condicionados de los cultivos
celulares mediante western blot, se realizd
primero una SDS-PAGE en un gel al 6% de
acrilamida/poliacrilamida. La electroforesis
tuvo lugar a 90 Voltios durante 3 horas, y la
posterior transferencia a 250 mA durante 2
horas a4 °C. Es en este punto, cuando se saca
la membrana del mddulo de transferencia,
en el que ambas técnicas convergen. Es decir,
a partir de aqui, todo se hizo igual que el
dot blot desde el primer lavado rapido de 5
minutos con TTBS.

12. Ensayo de fosforilaciéon
tejido adulto / Inmunoprec
Dabl

Para llevar a cabo este experimento era
necesario cuidar al maximo las condiciones
de extraccion de los cerebros para evitar
la degradacion de las proteinas y asi poder
observar cambios sutiles de concentracion
en diferentes muestras. Por ello, el método
de sacrificio de los animales adultos fue el de
la dislocacion cervical, método que facilita
una mayor rapidez a la hora de extraer el
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tejido. Para este experimento se emplearon
animales adultos reeler. Una vez se extrajeron
los cerebros se colocaron en una matriz
acrilica disenada para cortar coronalmente
los cerebros de ratéon en rodajas a partir
de 1 mm de grosor, gracias a las muescas
transversales de que dispone. Para nuestro
interés particular, obtuvimos 2 rodajas de 2
mm de grosor de cada uno de los cerebros.
Estas rodajas contenian la practica totalidad
de la porciéon rostral de los ventriculos
laterales. Una vez realizados los cortes, las
rodajas se sumergieron inmediatamente
en la solucién salina equilibrada de Hank
(Hank’s balanced salt solution, HBSS, que
debido a sus componentes la hace idonea
para la conservacion de un tejido fresco).

La zona subventricular de cada
rodaja  se diseccioné cuidadosamente
usando una aguja de 21g bajo una lupa
estereoscopica Leica MZ6, procurando evitar
la contaminacién con cualquier tipo de tejido
circundante, sobre una cama de hielo para
retardar la degradaciéon. A continuacion,
el tejido obtenido se homogeniza con una
pipeta Pasteur de vidrio. Una vez en este
punto, seguimos un procedimiento para
provocar la fosforilacion de Dabl por parte
de Reelina, lo cual ha sido descrito ya con
anterioridad (Magdaleno et al., 2002). Una
vez homogeneizado, la solucién con el tejido
se dividié en dos partes iguales en tubos
eppendorf. Tras una breve centrifugacion,
el tampodn se extrajo cuidadosamente y uno
de los tubos se incubd con medio de cultivo
DMEM conteniendo la proteina de fusion
AP-Reelin o bien Reelina recombinante
obtenida de la transfeccion de células
HEK293T, mientras que el otro tubo nos
sirvié de control, incubandose unicamente
con medio de cultivo.

Tras la incubaciéon en un bafo
de agua a 37 °C durante 20 minutos, las
células se recogieron por centrifugacion y
se resuspendieron en un tampon de lisis
(Tampon RIPA, 50 mM Tris pH 7.4, 150 mM

NaCl, 2 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 1%
doxicolato sddico, 0.1% SDS, 10 mM fosfato
sodico pH 7,50 mM NaF, 2 mM ortovanadato
sodico y 0,001 de un cocktail de inhibidores
de proteasas, Sigma).

Los lisados se aclararon mediante
centrifugaciéon a 13000 rpm durante 10
minutos y el sobrenadante se us6 para
un ensayo de inmunoprecipitacion de
Dabl, usando un protocolo estandar. La
inmunoprecipitacion se hace necesaria
debido a que no existian anticuerpos
especificos para detectar Dab1 fosforilado en
Western blot, viéndonos obligados a usar un
anticuerpo genérico anti-tirosina fosforilada.
Es por ello que necesitamos enriquecer la
muestra Unicamente en Dabl mediante
inmunoprecipitacion, descartando el resto
de proteinas.

Para ello, se anaden 50 ul de bolas
de proteina A-Agarosa resuspendidas (Cat.
No. 11719408001, Roche) a 500 pul de lisado
celular, con la intenciéon de unir a dichas
bolas la inmunoglobulina libre presente en el
lisado, durante 2 horas a 4 °C en un agitador
orbital. Tras 20 segundos de centrifugacion
a 12000 rpm, al sobrenadante se le anade el
anticuerpo rabbit anti-Dabl, a una diluciéon
de 1:50, durante 2 horas a 4 °C nuevamente.
Entonces, 50 p1 de una nueva suspension
de proteina A-Agarosa se afiade a la mezcla
de lisado celular y anticuerpo, rotando en
el agitador orbital durante 3 horas a 4 °C.
Tras tres lavados, el precipitado resultante
se resuspende en 75 pl de tampon de carga
de electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). Finalmente, las proteinas se
desnaturalizaron calentando la suspension
resultante a 100 °C durante 5 minutos, y
recogidas cuidadosamente con una pipeta
tras la dltima centrifugacion, evitando tocar
el pellet del tubo en el que estaban contenidas
las bolas de proteina A-Agarosa.

Las muestras se migraron en un gel
de Policrilamida-SDS al 13%, aplicando un



voltaje de 100 V durante 3 horas, procediendo
posteriormente a su transferencia a una
membrana de nitrocelulosa (Protran),
aplicando una corriente de 50 mA durante
toda la noche a 4 °C. La membrana se incub6
entonces con un anticuerpo genérico anti-
tirosina fosforilada y revelada con un agente
de quimioluminiscencia (Amersham), bajo
la cdmara de un Bioimager (sistema peltier
de la marca Fuji). Una vez observadas
las bandas de interés, se incubd con un
tampon conteniendo B -mercaptoetanol,
para deshacer la unioén del anticuerpo y la
proteina, durante 1 hora a 55 °C (Stripping
buffer: 100 mM [B-mercaptoetanol, 2% SDS,
62,5 mM de tampon Tris HCl pH 6,7, H,0d).
Tras dos lavados durante 10 min con TBS/
Tween 20, se comprob6 que la membrana no
poseia reactividad a la quimioluminiscencia,
se bloqued de nuevo en leche 1% TBS y se
volvi6 a incubar con otro anticuerpo, en
este caso rabbit anti-Dabl (1:500), para
comprobar que las bandas observadas con
el anticuerpo anterior se correspondian con
Dabl.

Una vez obtenidas las imagenes se
lleva a cabo un analisis densitométrico semi-
cuantitativo, del mismo tipo al realizado
para la sefal de AP-RR36 del punto 6.4 de
esta seccion. En este caso, se utiliz6 un area
rectangular de 819.55 unidades arbitrarias?
para cuantificar el valor medio de la
intensidad de las bandas, dentro del rango 0
a 255 (blanco absoluto a negro absoluto de
cada pixel). La ratio entre el valor obtenido
para la banda de aPTyr y el valor de aDabl
en el control (AP-control) se normaliza al
valor 1. La grafica también se realizd con el
programa GraphPad Prism.

13. Cirugia estereotdxica par
de Reelina recombinante ¢
osmoticas

Para la realizacion de esta técnica se us6 un
aparato estereotaxico de la marca Stoelting
(Wood Dale, Illinois) con unas barras de

sujecion craneal a la altura del orificio
auditivo especialmente disefiadas para raton.

La finalidad dela cirugiaeselimplante
de una bomba osmdtica para la infusion
continuada de Reelina recombinante en el
ventriculo lateral izquierdo del ratén, por
lo que ha de realizarse la carga de dichas
bombas antes de comenzar con la anestesia.
Las bombas osmoticas usadas para este
experimento son de la marca ALZET,
modelo 2001 (mini-osmotic pump), con una
capacidad de 220 pl y disefiadas para liberar
1 ul/hora, por lo que la duraciéon maxima
del suministro de Reelina seria de unos 9
dias. Las bombas se rellenaron siguiendo las
instrucciones del fabricante. Cada una de las
bombas lleva asociado un pequefio catéter
que acaba en un dispensador metalico
sujeto a un elemento plastico que facilita su
maniobrabilidad. Sera dicho dispensador
(canula) el que se introducira finalmente en
el cerebro del ratén. Dado que su longitud
es de 5 mm, para nuestro propdsito se hace
necesario el uso de 4 espaciadores de 0,5
mm cada uno (proporcionados también
en el “Brain Infusion Kit”) para que la
profundidad maxima alcanzada por la
canula sea de 3 mm, con el objeto de alcanzar
lo mas limpiamente posible el ventriculo sin
dafar estructuras adyacentes. Esta serfa una
de las TRES coordenadas que se precisan
para la localizacion tridimensional del punto
deseado de insercion de la canula. Dichas
coordenadas, seleccionadas con la ayuda
del Atlas de George Paxinos y Keith B.J.
Franklin “The Mouse Brain in Stereotaxic
Coordinates” (ELSEVIER Academic Press),
son las siguientes:

« BREGMA (Eje Anteroposterior): -0,34
« LATERAL: 1
« DORSOVENTRAL: 3

Previa a la cirugia, se aplico el
anestésico Tribrometanol (TBE) a razén de
1-2 ml/100 g de peso del animal. El TBE ha
de disolverse en Etanol 100%. La solucion
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Figura M2 | Cirugia estereotaxica
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La infusién intraventricular de reelina se realizé mediante una bomba osmdtica, cuya canula
(representada por la linea roja de la figura), se inserté en el ventriculo lateral utilizando las coordenadas
estereotdxicas: Bregma (eje anteroposterior): -0,34 mm; Lateral: 1 mm; Dorsoventral: 3 mm. [Modificado
de Atlas de George Paxinos y Keith B.J. Franklin “The Mouse Brain in Stereotaxic Coordintes” (ELSEVIER

Academic Press)]

final a inyectar al raton fue TBE al 2%, Etanol
8% y NaCl 0.9% en H,Od.

Para estos animales de entre 20-
30 gramos (ratén adulto de cepa B6C3), se
empieza con una dosis de 250 ul y otra de 100
ul de recordatorio cuando el animal empieza
a recobrar minimamente la sensibilidad.
Este tipo de anestesia facilita la recuperacion
temprana del ratén y no se precisa de una gran
exactitud en cuanto a la dosis administrada
como en el caso de la mezcla Ketamina/
Xylacina, usada en experimentos previos,
donde un ligero exceso en la dosis provoca la
muerte del animal con gran facilidad. Se hace
necesario aplicar calor externo puesto que la
temperatura del ratén disminuye durante el
periodo en que estd anestesiado; por ello se
utilizé una manta eléctrica a 37 °C sobre la
cual se apoyd el cuerpo del animal.

Una vez inmovilizado el ratén en la
posicién correcta se procedid al afeitado y
aplicacion de Polividona Yodada en la zona
en la que se iba a practicar la cirugfa, para
minimizar el riesgo deinfecciéon. Conlaayuda
del bisturi se realiza un corte longitudinal de
unos 2’5 cm en la piel de la cabeza, dejando a
lavista el craneo. Se calcula el punto de interés
con ayuda de las escalas micrométricas
del aparato estereotaxico y se practica un
orificio con un “Dremel” (pequeno taladro)
en el craneo, con sumo cuidado de no afectar
a la integridad del cerebro. Se introduce
posteriormente la canula y la bomba se aloja
bajo la piel del animal, en el lomo, a modo
de pequena mochila, entre las capas dérmica
y muscular. En este momento comprobamos
que la bomba empieza a funcionar, dado
que es la temperatura corporal del ratén la
que facilita el comienzo y constante flujo



osmotico. Finalmente se cose el tejido y se
deja reposar al animal para su recuperacion
bajo una lampara de luz infrarroja, que
proporciona calor.

14. Activaciéon del Sistema

mediante administracion de Tar:-
El sistema Cre-lox fue descubierto en
el bacteriofago P1 como parte del ciclo
normal de la vida de este organismo (Sauer
y Henderson 1988; Sternberg y Hamilton
1981). El bacteriégago usa la recombinacion
Cre-lox par circularizarse y facilitar la
replicaciéon de su DNA genémico cuando
se reproduce. Desde que fue descubierto, la
estrategia de recombinacion del bacteridfago
se ha desarrollado como una tecnologia
para la manipulacién del genoma y aplicada
satisfactoriamente en cultivos de células
de mamifero, levaduras, plantas y otros
organismos (Arakietal., 1997). Gran parte de
este éxito se debe a su simplicidad. Requiere
unicamente dos componentes:

A B

Inversion Translocacion

N\

rll‘w

Translocacion
Reciproca [3,6]

Figura M3 | El sistema Cre-lox (1)
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1. Cre recombinasa: es una enzima que
cataliza la recombinacién entre dos sitios
“loxP”.

2. Sitios “loxP”: secuencias especificas de
de 34 pb que consisten en una secuencia
nucleo de 8 pb, donde la recombinacién
tiene lugar, flanqueada por dos secuencias
repetidas invertidas de 13 pb.

Cre es una enzima del tipo
recombinasa, la cual tiene la capacidad de
eliminar fragmentos de DNA flanqueados
por sitios lox-P (secuencias de DNA
especificas). Por tanto, una mutaciéon de
interés se genera primero por recombinacion
homodloga, usando un vector blanco que
contenga dos sitios lox-P. El gen cre se
introduce en el sistema bajo el control de
un promotor de tejido -o célula- especifico,
y el gen flanqueado por los sitios lox-P, es
extraido unicamente donde la recombinasa
es expresada. Este procedimiento elimina los
genes de interés que sean dependientes del
estado de desarrollo en una etapa especifica

C

Delecién

El resultado de una recombinacién Cre-lox esta determinado por la orientacion y localizacion de
los sitios loxP flanqueantes. Si los sitios loxP estdn orientados en direcciones contrarias, la Cre
recombinasa media la inversion del segmento flanqueado (A). Si estan localizados en diferentes
cromosomas, se produciria la translocacién cromosdmica (B). En cambio, si estan orientados en
la misma direccién en un segmento cromosémico, se produciria la delecién del fragmento
flanqueado (C). [llustracidn adquirida de la pagina web de The Jackson Laboratory]
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de la célula, o bien, a través de un inductor
especifico (Fig. M3).

Dado que el gen Cre y los sitios loxP
no estan presentes en el genoma nativo del
ratén, deben ser introducidos mediante
tecnologia transgénica (Nagy, 2000). La
orientacion y localizacion de los sitios loxP
determinan silarecombinacién porlaenzima
Cre induce una delecién, una inversion
o una translocaciéon cromosémica (Nagy,
2000). La inmensa mayoria de las cepas Cre-
lox desarrolladas han sido disefiadas para
producir deleciones.

Tipicamente, las lineas de ratones
Cre y loxP se desarrollan separadamente
y se cruzan para producir la linea Cre-
lox correspondiente. Basicamente hay dos
tipos de lineas Cre: las que lo expresan
constitutivamente y las inducibles, las cuales
contienen un transgén que expresa una
forma modificada de la Cre recombinasa que
no es funcional hasta que un agente inductor
(como doxiciclina, tetraciclina o tamoxifeno)
se administra en el punto temporal deseado,
tanto en durante el desarrollo embrionario
como en la vida adulta del individuo.

La linea transgénica Cre utilizada
es Nestin®** 2 (Balordi y Fishell, 2007).

inactivo

Pertenece a la categoria de transgénicos
inducibles. La proteina de fusién Cre-ERT2
consiste en una Cre recombinasa fusionada
a una forma triple mutante del receptor de
estrogenos humano que no une su ligando
natural (17(3-estradiol) en concentraciones
fisioldgicas, pero si puede unir los ligandos
sintéticos Tamoxifeno (4-hidroxitamoxifeno,
OHT) y, con menos sensibilidad, ICI 182780.
Restringido al citoplasma, Cre-ERT2 puede
unicamente acceder al compartimento
nuclear tras la exposicion a tamoxifeno,
momento en el que podrd ejercer su actividad
enzimatica (Fig. M4). Esta construccién
esta bajo el control del promotor (en inglés
“promoter”) de nestina, una proteina de
los filamentos intermedios que se expresa
selectivamente en las células madre neurales
tanto del cerebro embrionario como del
adulto.

Del otro lado, para inactivar el gen
de Dabl en el periodo postnatal, usamos
un ratén con una insercién dirigida de un
cassette de expresion de floxed Dab1 en lugar
del ex6n de Dabl que codifica los residuos
23 a 69 de Dabl1 p(80). El Dab1 condicional
“knock in” (cKI) sitta los sitios loxP corriente
arriba y abajo del cassette de expresion de
Dabl, compuesto de un aceptor de escision
endogeno, la secuencia codificante de Dabl

activo

- e

receptor
de
estrogenos

Figura M4 | Induccién del sistema Cre-lox

La proteina de fusion creada entre la Cre recombinasa y el receptor de estrégenos (Feil et al.,

agonlsta (tamoxifeno)

1997)

asegura que, mientras no exista en el medio el agonista que se une al receptor, la recombinasa se
encuentre inactiva (bloqueada fisicamente). La union de tamoxifeno provoca un cambio conformacional
que libera a la Cre recombinasa, habilitdndola para reconocer su substrato, los sitios /oxP.



p80 desde los residuos 23 a 555 y una triple
secuencia de poliadelinacion. Este vector
también incluye un aceptor de escision
precediendo un chivato de [3-galactosidasa,
el cual esta introducido para indicar el éxito
de la escision mediada por Cre en células con
un locus transcripcion activa de Dabl.

El alelo condicional consiste en un
cassette de expresiéon de floxed Dabl en
el locus genético de Dabl. Un aceptor de
escision corriente abajo dirige la expresion
de B -galactosidasas tras la escision del
cassette de expresion. La linea germinal
de escision del alelo Dabl cKlneo por la
recombinacion mediada por Cre produce
un fenotipo similar al mutante nulo Dabl1 en
animales homocigotos, demostrando que el
alelo Dab1 cKlIneo se inactiva por la escision
del cassette de expresion (Pramatarova et al.,
2008). Los ratones que son homocigotos para
el alelo Dab1 cKIneo expresan alrededor del
15% del nivel normal de Dabl y presentan
fenotipos suaves en el cerebelo y neocortex
(Pramatarova et al., 2008).

El cruce de las lineas Nestin®ERT2
y Dabl cKIneo hasta obtener ratones
homocigotos para el alelo con la secuencia de
Dabl floxeada, provocara que, en presencia
de tamoxifeno, el Dab1 de las areas donde se
exprese el filamento intermedio nestina en
el cerebro adulto se escinda y no se exprese.
Otra caracteristica de la enzima Cre es que
puede actuar en trans. Esto nos permite
eliminar Dabl en las coordenadas espacio-
temporales deseadas.

Se establecieron 4 grupos diferentes
de 3 animales cada uno, segun su genotipo,
para llevar a cabo el experimento:

o Grupo 1: Dabl cKlIneo **; Cre +
o Grupo 2: Dabl cKlIneo *-; Cre +
o Grupo 3: Dabl cKlIneo ' ; Cre +
o Grupo 4: Dabl cKlIneo **; Cre -

El protocolo de administracion de
tamoxifeno es el publicado en Balordi y
Fishell, 2007. Se inyecta a los ratones de
forma intraperitoneal a razén de 5 mg de
tamoxifeno por cada 35 g de peso del ratén,
a razén de una vez cada dos dias durante 16
dias, dejando un periodo de descanso de 1
semana para repetir nuevamente el ciclo de
inyecciones cada dos dias, conformando un
total de 16 inyecciones por raton. Se elabora
una solucién stock de tamoxifeno (Sigma,
T-5648) de 20 mg/ml en aceite de maiz
(Sigma, C-8267). El aceite es muy denso y hay
que dejarlo disolver durante toda la noche
bajo agitacion a 37 °C. Una vez disuelto se
puede guardar a 4 °C, pero es recomendable
precalentarlo a 37 °C justo antes de la
administracion, puesto que la densidad del
compuesto dificulta su inyeccion.

15. Reconstruccion tridimensi
bros de ratéon

Mediante el uso del Software Neurolucida
(MBF Bioscience, Williston, VT, USA), se ha
realizado una reconstruccion tridimensional
de la RMS de 8 diferentes genotipos, asi
como de la porcidn rostral de los ventriculos
laterales, en su recorrido junto ala RMS y del
volumen telencefalico correspondiente.

Para ello se usaron fotografias de sec-
ciones teniidas con violeta de cresilo, realiza-
das con una lupa estereoscopica Leica MZ6 'y
una camara digital Leica. Para cada recons-
truccion se usaron entre 20 y 24 secciones,
cada una de ellas separada 300 pm, de forma
que, introduciendo dicho valor en el eje “z”
(profundidad) del software Neurolucida, se
pudo obtener una reconstruccién proporcio-
nal y escalada de la porcién rostral del telen-
céfalo de ratones adultos.

Para cada seccion se realizan 3 tipos
de medidas:

1) el contorno mds externo de la
seccion, que nos daria una idea del volumen
del telencéfalo en ultima instancia.

49



Figura M5 | Proceso de reconstruccion tridimensional de cerebros adultos de
raton con el software “Neurolucida”

Se dibuja una linea siguiendo el contorno de la estructura que se desea reconstruir,
utilizando un tipo de linea distinto para cada estructura (1,2). Cada seccién, una vez
procesada, se acopla a las secciones anteriores (3,4). La reconstrucciéon
tridimensional que realiza el programa permite visualizar las regiones de interés vy,
ademas, facilita datos numeéricos de area y volumen, entre otros, empleados para
el analisis estadistico de los diferentes genotipos objetos de estudio (5,6).

2) el contorno de la RMS en cada uno El software permite finalmente
de los hemisferios. la reconstruccién 3D de una estructura
3) adicionalmente el contorno de los a partir de varias mediciones vectoriales
ventriculos laterales. (Fig. M5). Este estudio nos permite realizar



una comparacion estructural de la RMS
simultaneamente en diferentes genotipos, asi
como delamorfologia del ventriculo, también
proporcionando valiosa informacién acerca
de la posicion relativa de estas estructuras
dentro del cerebro del ratén adulto.

Esta parte experimental fue llevada a cabo
por el Dr. Manuel Cifuentes, investigador
de la Universidad de Malaga. En nuestro
laboratorio se realizd la perfusion de los
animales segun su protocolo; una vez
perfundidos, los cerebros le fueron remitidos
para realizar las microfotografias que se han
empleado en esta tesis.

16. Microscopia electrénica
(SEM)

Se us6 para ello ratones perfundidos
con tampon fosfato (PB). Una vez los tejidos
estaban libres de sangre, los cerebros se
introdujeron en una solucién fijadora al 2%
Paraformaldehido y 2,5% Glutaraldehido en
PB 0,1M (especial para la idonea aplicacion
de la técnica de microscopia electronica
de barrido) durante 1 hora. Se realizaron
varios lavados en PB 0,1 M después de la
fijacion. Fue en este punto en que, hicimos
llegar los cerebros a la Universidad de
Mailaga, donde el Dr. Cifuentes continud
el protocolo: se realiza otra fijacién en una
solucion al 2% de tetroxido de ésmio en PB
0,1M durante dos horas. Tras este paso, las
piezas de tejido se lavaron con agua destilada
fria y se deshidrataron mediante soluciones
hidro-alcohdlicas de gradacién creciente a
4 °C. Una vez deshidratadas, las muestras se
sometieron al punto critico de desecacion,
que consiste basicamente, en la sustitucion
del etanol absoluto por CO, liquido, de forma
que la evaporacién ultrarrapida de dicho
CO,, en condiciones determinadas, permite
la desecacién de la pieza manteniendo las
caracteristicas del tejido, esencialmente las
externas. Las piezas se fijaron y montaron
en tambores de laton mediante el uso de
una solucion de plata coloidal en acetona

y se metalizaron con una fina capa de oro
de aproximadamente 450 A en una camara
de vacio, obteniendo asi una superficie
eléctricamente conductora para poder
visualizarla en el microscopio electrénico de
barrido (Hitachi S-4100 y JEOL JSM-840).

17. Informacion detallada de genotipadoll

Como fuente de ADN para el genotipado
de los ratones empleados en el estudio se
decidi6 tomar muestras de cola, cortandose
aproximadamente unos 3 mm de la parte
distal, una vez el animal estuvo anestesiado
momentaneamente con Isofluorano. Esta
porcién de cola se recogié en un tampon de
lisis (25mM NaOH, 0,2mM EDTA). Se hirvi6
durante 20 minutos y se afladieron 200 pl
de un tampodn para equilibrar la muestra
(40mM Tris-HCI). Se centrifug6 7 minutos a
14000 rpm y se guardo el sobrenadante a -20
°C. Para algunos casos concretos, se utilizé el
kit de extracciéon de ADN Real Pure Turbo
(Real, RBMETO01).

El resultado de la amplificacién por
PCR se observo en un gel de agarosa de
baja electroendosmosis al 2%, con 3 ul de
bromuro de etidio, en TBE (0.045M Tris-
Base, 0.045M acido bérico, 0.00lm EDTA
pH 8.0). 9 pl del resultado de la amplificacion
se mezclan con 1 ul de tampon de carga (2%
Ficoll 400, 0.01M Na,EDTA, pH 8.0, 0.1%
SDS, 0.025% (w/v) azul de bromofenol,
0.025% (w/v) xylene cyanol, H O) y se lleva
a cabo la electroforesis a 100 V, en un gel de
14 cm de ancho por 5 cm de largo, durante 1
hora.

Los programas de amplificacion
y las secuencias de cebadores utilizados
en el genotipado de las diferentes lineas
de animales se detallan en la Tabla 1. Los
anticuerpos para inmunohistoquimica o
inmunofluorescencia, su procedencia vy
concentracion de uso se detallan en las Tablas
2y 3 (anticuerpos primarios y secundarios,
respectivamente).
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Transgén Nestina

(ne-reelin)
MBC*

Programa PCR

Reln silvestre
Reln mutante

Programa PCR

Lrp8 silvestre

Lrp8 mutante

Programa PCR

VLDLR silvestre

VLDLR mutante

Programa PCR

Transgén CRE

Programa PCR

Dab1 cKlneo

Programa PCR

sentido 5’-GAGCAGGGCAGGTGCTCATTTCC 1 kb
antisentido  5’-GTTCAGGTCCT CCTCGGAATATC

sentido 5’- GATGTGCTCCA GGCTAAAGTT 500 pb
antisentido  5’-AGAAACGGAATGTTGTGGAGT

DIl: 5 min a 942C, D: 1 min a 9429C, A: 1 mina 572C, E: 2 min a

729°C, EF: 10 min a 729C. (D-A-E x 35).

*MBC (Mouse Beta Casein), usado como control positivo de

la presencia de ADN en la muestra.

sentido 5’-TAATCTGTCCTCACTCTGCC 242 pb
antisentido = 5’-ACAGTTGACATACCTTAATC 275 pb
antisentido  5’- TGCATTAATGTGCAGTGTTG

DI: 4 min a 942C, D: 1 min a 942C, A: 2 mina 552C, E: 2 min a

729°C, EF: 10 min a 729C. (D-A-E x 30).

sentido 5’-CCACAGTGTCACACAGGTAATGTG 520 pb
antisentido  5’-GCGACGACAGTAACCCCAGTAGCA

sentido 5’-GATTGGGAAGAC AATAGCAGGCATGC 420 pb
antisentido  5’-CCATTG ACCGACTTAAGG TTGTTCG

DI: 1 min a 952C, D: 30 seg a 952C, A: 30 seg a 652C, E: 1 min

a 729C, EF: 5 min a 722C. (D-A-E x 35).

sentido 5'- TGGTGATGAGAGGCTTGTATGTTGTC 400 pb
antisentido  5’- TTGACCTCATCGCTGCCGTCCTTG

sentido 5’-CGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCA 200 pb
antisentido 5’-GCGATACCGTAAAGC ACGAGGAAG

PCR EN GRADIENTE- DI: 3 min a 942C, D,: 20 seg a 94°C, A;:

30 seg a 642C (-0.52C por ciclo), E;: 35 seg a 7229C, D,: 20 seg

a 949C, A,: 30 seg a 582C, E,: 35sega 72°C, EF: 2 mina

72°C. (D;-A;-E; x 13; D,-A,-E, x 26)

sentido 5’-TAAAGATATCTCACGTACTG 280 pb
antisentido  5’-TCTCTGACCAGAGTCATCCT

DI: 4 min a 94°C, D: 30 seg a 95°C, A: 30 seg a 52,2°C, E: 30

seg a 729C, EF: 5 min a 729C. (D-A-E x 35).

sentido 5’-TGATGCTATCCCTAGCAAGAC *
antisentido  5’-GTGGCTTCGCTGCGATCC TGAC

DI: 4 min a 94°C, D: 30 seg a 95°C, A: 30 seg 2 59,9°C, E: 1
min a 722C, EF: 5 min a 722C. (D-A-E x 35).

*Estos cebadores amplifican una region del alelo silvestre de 356 pb y otra region mayor del
alelo Dabl cKineo de 597 pb debido a la adicion de una secuencia flanqueante loxP
(Pramatarova et al, 2008).




Antigeno Especie Procedencia Concentracion
Reelin ratén Dr. André Goffinet 1:1000
PCNA conejo Santa Cruz 1:50

Dab1 (b3) conejo Dr. Brian Howell 1:500
Tujl conejo Covance 1:2000
GFAP conejo Dako 1:500
GFAP raton Sigma 1:1000
Nestin conejo Covance 1:500

Calretinin conejo Swant 1:2000

GFP 488 conjungado conejo Invitrogen 1:1000
GFP oveja Dr. Takaki Miyata 1:1000
Tbrl conejo Chemicon 1:1000

Doblecortina cabra Santa Cruz 1:50

S100b conejo Dako 1:400

CD133 rata Ebiosciences 1:500
BLBP conejo Chemicon 1:1000
Tbr2 conejo Dr. Robert Hevner 1:2000

BrdU(x CldU) rata Serotec 1:100
BrdU ratén Sigma 1:1000

BrdU (xIdU) raton BD Pharmigen 1:100
Fosfotirosina raton Sigma 1:2000

HPAP ratén Abcam 1:250

HPAP conejo Abcam 1:50

AP ratén Exbio 1:200

AP ratén Biomeda 1:100

AP conejo BioMedtek 1:400
Mash1 ratén BD Pharmigen 1:500
H3P conejo Dr. Takaki Miyata 1:1000

Cuxl conejo Santa Cruz 1:50
CRE ratén Novagen 1:500
Vglutl cobaya Chemicon 1:10000
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Antigeno Especie Prrocedencia Concentracion
Anti-conejo, biotinilado Burro Jackson IR 1:500
Anti-ratdn, biotinilado Burro Jackson IR 1:500
Anti-cabra, biotinilado Burro Jackson IR 1:500
Anti-cobaya, biotinilado Burro Jackson IR 1:500

Anti-rata, biotinilado Cabra Jackson IR 1:500
Anti-conejo, biotinilado Cabra Jackson IR 1:500
Anti-raton, biotinilado Cabra Jackson IR 1:500
Anti-conejo, peroxidasa Cabra Jackson IR 1:5000
Anti-ratén, peroxidasa Cabra Jackson IR 1:5000
Anti-ratén, Cy2 conj. Cabra Jackson IR 1:400
Anti-conejo, Cy2 conj. Cabra Jackson IR 1:400
Anti-rata, Cy2 con;. Cabra Jackson IR 1:400
Anti-ratén, Cy2 conj. Burro Jackson IR 1:400
Anti-conejo, Cy2 conj. Burro Jackson IR 1:400
Anti-rata, Cy2 conj. Burro Jackson IR 1:400
Anti-ratén, Cy3 conj. Cabra Jackson IR 1:400
Anti-conejo, Cy3 conj. Cabra Jackson IR 1:400
Anti-rata, Cy3 con;. Cabra Jackson IR 1:400
Anti-ratén, Cy3 conj. Burro Jackson IR 1:400
Anti-conejo, Cy3 con;. Burro Jackson IR 1:400
Anti-rata, Cy3 conj Burro Jackson IR 1:400
Anti-ratén, Cy5 conj. Burro Jackson IR 1:400
Anti-rata, Cy5 conj. Burro Jackson IR 1:400
Fab anti-conejo, Cy3 con;. Burro Jackson IR 1:400
Anti-oveja, Alexa 488 Cobaya Invitrogen 1:1000
Cy2-estreptavidina - Jackson IR 1:800
Cy3-estreptavidina - Jackson IR 1:800
Cy5-estreptavidina - Jackson IR 1:800




RESUL

- CAPITULO I: EMBRION -

1. Receptores funcio

corteza cerebral en d_

Nuestra colaboraciéon con el grupo del Dr.
Mitsuharu Hattori, de la Universidad de Na-
goya (Japon), se centr6 en el uso extensivo y
caracterizacion de la sonda AP-RR36 duran-
te el desarrollo del cerebro embrionario. El
dia de desarrollo embrionario 15.5 (E15.5),

la sonda AP-RR36 tifie la mayor parte de la
pared cortical (Fig. 4A), mientras que la son-
da AP-control no da senal aparente (Fig. 4C).
La posibilidad de que AP-RR36 se una a una
molécula diferente a receptores de lipopro-
teinas se descarta ya que la tincién se anula
totalmente mediante la adiciéon de GST-RAP
(Fig. 4D). La mayor intensidad de la sefial se
observd alrededor de la zona subventricular
(SVZ) y la zona intermedia (IZ), respecti-
vamente (Fig. 4B). El area mas cercana a la

.
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Figura 4 | Localizacién de FRRs en la corteza cerebral en desarrollo del ratén

(A,B) Cortes coronales de cerebro de ratén a E15.5 tefiidos con AP-RR36. Una vista magnificada del
area delimitada por la linea de puntos en A se muestra en B. Las lineas roja y blanca en B indican la
region correspondiente a la placa cortical y a la 1Z/SVZ, respectivamente. (C) Otra seccién del mismo
ratén mostrado en A se tifid con AP-control. D, La tincién por AP-RR36 desaparece en presencia de
GST-RAP. Las secciones de cerebro en E15.5 se tifieron con AP-RR36 en presencia de control GST
(izquierda) o GST-RAP (derecha). (E,J) Localizacién de mRNA en la corteza cerebral a E15.5. Secciones
coronales (E-G) o sagitales (H-J) se hibridaron con sondas antisentido para reelina (E,H) ApoER2 (F, 1)
o VLDLR (G, J). Nétese la sefial difusa del mRNA de reelina alrededor de la SVZ e I1Z (puntas de flecha
en E, H). La mayor parte del mRNA de ApoER2 se localiza en la VZ/SVZ/IZ (F, 1), mientras que el mMRNA
de VLDLR se expresa de manera mas abundante en la placa cortical (G, J). Barras de escala: 200 um.
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superficie, la placa cortical (CP), no presenta
una tincion clara por la sonda AP-RR36. Sin
embargo, resulta muy interesante la sefial que
se observa en las fibras radiales perpendicu-
lares a las superficies ventricular y pial (Fig.
4B). Esta tincidon puede deberse o bien a las
fibras de la glia radial que se extienden desde
la VZ o a los procesos guia (leading proce-
ses) de neuronas premigratorias, ya que se
ha propuesto que ambas son dianas directas
de Reelina (Hartfuss et al., 2003; Luque et al.,
2003; Luque, 2007).

Dado que resultaba inesperado que
la expresion de FRR fuera detectable en la
placa cortical, salvo en las fibras radiales,
comparamos esta sefial con el patron de
tincion que proporciona la expresién de
Reelina, ApoER2 y VLDLR. En este estadio
del desarrollo, el mRNA de Reelina se
expresa fuertemente en la zona marginal y
de forma mas débil alrededor de la SVZ e
IZ, como se ha descrito anteriormente (Fig.

ApoER2 +/+
VLDLR +/+

ApoER2 -/-
VLDLR +/+

4E, H) (Yoshida et al., 2006). El mRNA de
ApoER2 se expresa principalmente en la VZ/
SVZ/IZ y débilmente en la placa cortical
(Fig. 4F I). Estos resultados son consistentes
con estudios anteriores (Trommsdorff et
al., 1999; Luque et al., 2003) y los que se
pueden encontrar en bases publicas (www.
genepaint.org). Por el contrario, el mRNA
de VLDLR se expresa principalmente en
la placa cortical (Fig. 4G,J). Por lo tanto, se
sugiere de manera muy soélida que la fuerte
tincion de AP-RR36 vista en la VZ/SVZ/1Z
sea atribuible mayoritariamente a ApoER2.
De hecho, la mayor parte de esta sefal
desaparece en la pared cortical deficiente
en ApoER2, mientras que permanece
virtualmente idéntica en el caso de la pared
cortical deficiente en VLDLR (Fig. 5). Es
destacable que la expresion difusa del mRNA
de Reelina alrededor de la SVZ e IZ (Fig.
4E,H, puntas de flecha) (Yoshida et al., 2006)
parece delimitar la zona en la que los FRR
dejan de ser abundantemente expresados.

ApoER2 +/+
VLDLR -/-

C

Figura 5 | ApoER2 es el principal receptor funcional expresado en la neocorteza embrionaria

ApoER2 constituye la mayor parte de los Receptores Funcionales de Reelina en
la corteza cerebral en desarrollo. Tincién con la sonda AP-RR36 de secciones
coronales de cerebro embrionario a E16.5 de ratones silvestres (A), mutantes
nulos ApoER2 (B) y mutantes nulos VLDLR (C). Barra de escala: 50 um.



2. Los FRR son mas

cortical de ratones r-
Existen dos posibles explicaciones a por qué
las neuronas de la placa cortical no se tifien
fuertemente con AP-RR36. En el primer
escenario, la traducciéon, maduracién o
trafico de receptores de Reelina esta regulada
de forma que solo se expresan en la superficie
celular mientras éstas se encuentran en la
SVZ e 1Z, y serian bajo-regulados antes de
que las nuevas neuronas migren hacia la
placa cortical, independientemente de la
presencia o no de Reelina. En el segundo
caso, los receptores de Reelina se bajo-
regularian por la uniéon de Reelina, porque
Reelina se expresa en gran cantidad en la
MZ y de forma mas difusa alrededor de la
1Z (Fig. 4E,H) y Reelina activa la endocitosis
de los receptores de Reelina (D’Arcangelo
et al,, 1999; Morimura et al., 2005). Para
aclarar este punto, investigamos la cantidad
y localizacion de FRR en ratones reeler

ri/+ rifrl

y yotari, quienes carecen de Reelina o
Dabl respectivamente. Debido a que los
ratones reeler y yotari muestran fenotipos
casi indistinguibles en la corteza cerebral,
si el patron de tincion difiere entre ellos,
entonces la diferencia deberia ser atribuible
a la deficiencia de cada gen en vez de a una
arquitectura anormal.

En la pared cortical del raton reeler
a E15.5, la tincién de la sonda AP-RR36
proporciona una sefal fuerte incluso en la
region cercana a la MZ (Fig 6B). Ademas,
toda la sefal en general es mucho mas
fuerte que en el control (heterocigoto para
Reelina, rl/+) (Fig. 6A). En E17.5 se observan
resultados similares (Fig. 6E, F) o en PO
(Fig. 61, J). Estos resultados sugieren que los
FRR persisten en las neuronas de la placa
cortical en reeler porque nunca encuentran
Reelina. Los patrones de tincién fueron
mucho menos diferentes entre el yotari y su
hermano heterocigoto (Fig. 6C, D en E15.5,

yot/+

yot/yot

E15.5

E17.5

Figura 6 | Los FRRs estan incrementados en la corteza cerebral del reeler

Tincién con la sonda AP-RR36 de secciones coronales de ratones reeler (rl/rl; B,
F, J) o heterocigotos (rl/+; A, E, 1) y yotari (yot/yot; D, H, L) o heterocigotos (C, G,
K) en E15.5 (A-D), E17.5 (E-H) y PO (I-L). Barras de escala: 100 pm.
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G, Hen E17.5 y K, L en P0). Debido a que
yotari tiene toda la carga de Reelina, igual
que en el silvestre, estos resultados indican
que los patrones de tinciéon de AP-RR36
observados en silvestre y en reeler reflejan
la situacion in vivo de los FRR, mas que una
ocupacion diferencial de los receptores por
Reelina enddgena.

3. Localizacion de Ap
NPCs (neural precurso
neurales)

Los resultados obtenidos en colaboracion
con el grupo del Dr. Hattori, nos llevaron
a profundizar sobre qué tipos celulares
concretos expresan los receptores funcionales
de Reelina. Al especificar “funcionales’,
nos referimos a aquellos que se localizan
en la membrana plasmatica, como formas
maduras, dispuestos a recibir Reelina como
ligando. Podemos hacer esta apreciacion
gracias al tipo de herramienta que utilizamos,
la proteina de fusion formada por la enzima
fosfatasa alcalina (AP) y la porciéon que
comprende las repeticiones de Reelina 3 a 6
(AP-RR36).

Su construccion permite realizar
un ensayo de binding in situ, puesto que
la unién de este fragmento de Reelina a su
receptor en las rodajas de cerebro frescas,
puede ser revelada gracias a la aplicacion
de un reactivo que produce un precipitado
coloreado por la accién enzimatica de
la fosfatasa alcalina. Otra alternativa es
aplicar técnicas inmunohistoquimicas para
reconocer la proteina fosfatasa alcalina
mediante anticuerpos especificos (Fig.
7A, B). Para la identificacion de los tipos
celulares que expresan estos receptores
funcionales de Reelina, se empled doble
inmunofluorescencia y microscopia
confocal, para colocalizar AP-RR36 con
distintos marcadores de NPCs.

En el cerebro embrionario, uno de
los marcadores que nos permiten detectar

la presencia de células de la glia radial, las
células precursoras neurales primarias en la
zona ventricular, es la proteina BLBP [Brain
Lipid Binding Protein] (Anthony etal., 2004).
Hacia el dia 15 de desarrollo embrionario
(E15), se observa que los cuerpos celulares
de la glia radial de la parte basal de la VZ 'y
sus largos procesos que atraviesan la placa
cortical expresan receptores funcionales de
Reelina (Fig. 7C-H).

Por otro lado, para comprobar si
estos receptores también estan presentes
en las células progenitoras intermedias
(Intermediate  Progentor  Cells, IPC),
derivadas de la glia radial, se utilizo el
marcador Tbr2 (Kriegstein et al., 2006). De
este modo, se observa que dichas células
también expresan altos niveles de receptores
funcionales de Reelina (Fig. 7I-K).

Dado que estdbamos trabajando en
un cerebro en desarrollo, en la formacion
de la corteza cerebral, sistema donde
se estan llevando a cabo altas tasas de
neurogénesis, también valoramos que seria
interesante estudiar la expresion de los
receptores funcionales de Reelina en los
progenitores que se encuentran en la fase de
sintesis (Fase S) del ciclo celular. Para ello,
utilizamos la técnica de pulso y caza de BrdU
(BromodeoxiUridina), con un tiempo de 1
hora de exposicion, tras la cual los animales
fueron sacrificados. Se observaron varios
perfiles BrdU+ en la parte mas basal de la
VZ, en la interfaz entre la VZ/SVZ y en la
misma SVZ (Fig. 7L-N).

Se puede afirmar también que los
FRR se siguen expresando en las NPCs
en E17; la colocalizacion con la proteina
nestina (marcador genérico de NPCs) asi lo
demuestra, observandose tanto en cuerpos
celulares de la VZ y SVZ como en procesos
radiales de la placa cortical (Fig. 8).



Figura 7 | Las NPCs corticales expresan ApoER2 funcional

El ensayo de binding in situ con la proteina de fusidon entre la Fosfatasa Alcalina y los fragmentos
repetidos 3 a 6 de reelina (AP-RR36) revela la presencia de receptores funcionales de Reelina,
mayoritariamente ApoER2, en la corteza en desarrollo a la edad de E15 (A,B). La tinciéon con AP-RR36
esta presente en varios procesos BLBP+ de la glia radial a lo largo de la pared cortical (C-E), asi como en
subpoblaciones de cuerpos celulares de la glia radial en la parte basal de la VZ (F-H). La mayoria de las
IPCs Thr2+ de la SVZ (I-K) y algunos progenitores en fase S del diclo celular, BrdU+ (L-N) también se tifien
con AP-RR36. Barra de escala: 200 um en B; 150 wm en C-E; 50 um en F-N.

4. La sobreexpresion de Apo

migracion neuronal

Nuestro grupo ya habia demostrado que enla
corteza en desarrollo, practicamente el tinico
receptor de Reelina presente es ApoER2 ya

que la expresion de FRR en mutantes nulos
para este receptor queda practicamente abo-

lida (Articulo 1). Apoyando esta observacion,
experimentos usando mutantes nulos para
VLDLR ponen de manifiesto que este recep-
tor apenas se expresaria en corteza. Ademas,
la expresion de ApoER2 es mucho mas abun-
dante enla placa cortical de un reelerque enla
de un animal silvestre, lo cual sugiere que Re-
elina induce su bajo-regulacion (Articulo 1).
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Nestin (|

AP-RR36 (|

E17

MERGE |

Figura 8 | Las NPCs corticales expresan receptores funcionales de reelina

La deteccién inmunohistoquimica de la Fosfatasa Alcalina y nestina tras el ensayo de binding in situ con la
proteina de fusion AP-RR36, pone de manifiesto la presencia de receptores funcionales de reelina,
mayoritariamente ApoER2 en NPCs a la edad de E17. La tincidn con AP-RR36 se osbserva en varios
cuerpos celulares de NPCs nestina+ (A-D’”’) en la regidon VZ/SVZ, asi como en procesos de la glia radial a lo
largo de la placa cortical (E-G). Barra de escala: 100 um en A-C; 40 um en C’,D’; 15 um en C”,D”’; 5 um en

C’”,D"; 60 pm en E-G.

Todo ello nos llevé a pensar que
la regulaciéon de ApoER2 debia ser muy
importante en el proceso de neurogénesis
y migracion neuronal. Basandonos en estas
premisas, el siguiente objetivo se centrd
en el estudio de los efectos de la alteracion
de la expresion de ApoER2 en la corteza
embrionaria.

En el laboratorio del Dr. Miyata
en Japon, llevamos a cabo una serie de

experimentos de electroporacién in utero,
con plasmidos que codifican para sélo EGFP
(proteina verde fluorescente mejorada),
GFP junto a la forma completa del receptor
ApoER2 (ApoER2-full-GFP), o bien GFP
junto a una forma truncada del receptor
que carece del dominio citoplasmatico
(cytoplasmic domain, CD)(ApoER2-ACD-
GFP). La electroporacion de las cortezas
cerebrales de animales silvestres se realizd
en el dia 14 de gestacion (E14) y sus efectos



fueron examinados al nacimiento (dia

postnatal 0, P0).

En el caso del control (sélo EGFP;
Fig. 9A), las células electroporadas estan
alineadas formando una capa perfectamente
delimitada en la zona mas superficial de la
corteza, bajo la zona marginal. Sin embargo,
la expresion de la forma truncada del receptor
provoca una dispersion de muchas de las
células a lo largo de la placa cortical, aunque
se puede apreciar cierto alineamiento de

algunas de ellas (Fig. 9B). Pero el resultado
mas sorprendente lo exhiben las células que
expresan la forma completa del receptor
(ApoER2-full; Fig. 9C). La gran mayoria
de ellas estan dispersas por el CP, la zona
intermedia y la SVZ, y practicamente
ninguna se encuentra en la que deberia ser
su posicion natural, alineadas bajo la zona
marginal. Para facilitar la interpretacidn, la
figura 9D muestra una cuantificacién de este
efecto.

Figura 9 | La sobreexpresion de ApoER2 inhibe la migracién neuronal

I +/+ EGFP

| [+/+ ApoERz-.\caGFT] [+/+ ApoERz-rw-ch_] T

Porcentaje de células EGFP+/bin

EP E14 —» PO

IETE e

BIN

—— 4+

-=- +/+ + ApoER2-full

v - .
VENTRICULO 20 40 60

Se muestran cerebros a PO que habian sido electroporados a E14 con un plasmido codificante para la
proteina EGFP (control, A), para una forma truncada del receptor ApoER2 (B) o para su forma
completa (C). En A se puede observar el alineamiento de una capa de neuronas bajo la zona marginal.
Sélo aparecen algunas células alineadas (B) o practicamente ninguna (C) por alteracion de su
trayectoria de migracion radial, cuando los cerebros son electroporados con los plasmidos
codificantes para alguna de las formas de ApoER2. Para facilitar la interpretacidn de los resultados, se
ha dividido la corteza en 6 capas artificiales (BIN), cuantificindose el porcentaje de células EGFP+ en
cada bin (D). En el control (linea verde), el mayor porcentaje de estas células se encuentra en las
“capas” superiores (mas préximos a la piamadre). Por el contrario, al sobreexpresar una forma
completa del receptor ApoER2 (linea magenta), muy pocas o practicamente ninguna célula ocupa la
que deberia ser su posicion natural, acumulandose en las capas (bins) intermedias y profundas de la

placa cortical. Barra de escala: 150 pum.

5. La reduccion de los nivel
rescata la migracion neuron
de Dabl1 en reeler

Después de haber observado que la
sobreexpresion de ApoER2 tiene un efecto
tan aparentemente contraintuitivo, como
es la inhibicién de la migracién neuronal,
el siguiente experimento era ldgico. Si
la ganancia de funcién provoca esas
consecuencias, ;qué efectos tendriala pérdida
de funcion del receptor? La predicciéon es
que, si la sobrecarga de ApoER2 produce

una inhibiciéon de la migracién neuronal
en cortezas silvestres, la reduccién de su
expresion deberia, de algiin modo, mejorarla.

Sin embargo, para analizar esto,
tenemos que prescindir de los ratones
silvestres y utilizar mutantes reeler, porque la
presencia de Reelina enddgena, cuyo efecto
natural es la bajo-regulacion del receptor tras
su union a ¢él, interferiria claramente en los
resultados obtenidos. De hecho, la reducciéon
de los niveles de ApoER2 o VLDLR en
cortezas silvestres no tiene practicamente
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ningun efecto sobre el posicionamiento
neuronal (Kubo et al.,, 2010). Por tanto,
estadbamos limitados a tener que usar ratones
reeler y analizar el efecto de la reducciéon de
ApoER2 en un entorno sin Reelina aunque,
de nuevo, pueda resultar, en cierto modo,
contraintuitivo.

Para provocar la reduccién de
ApoER2, elegimos el uso de la técnica
de electroporacion in utero de ARN de
interferencia de pequefo tamafio (small
interference RNA, siRNA), dirigido contra el
transcrito del genIrp8 (siApoER2, codificante
para este receptor). La introducciéon de esta
molécula se llevaria a cabo en E14 para ser
examinada en E18. Los controles fueron
embriones heterocigotos para Reelina, en los
que se introdujo el plasmido codificante para
solo EGFP, mientras que entre los embriones
reeler establecimos dos grupos: a uno de
ellos sdlo se le introdujo el plasmido EGFP,
mientras que al otro, conjuntamente se le
incorpord el ARN de interferencia.

De nuevo, como en el caso de las
cortezas silvestres del experimento anterior,
el alineamiento de células EGFP+ bajo la
zona marginal en las cortezas control es
evidente (Fig. 10A). Por el contrario, las
células EGFP+ de las cortezas reeler no
forman una capa discernible, concentrandose
en la mitad inferior de la pared cortical
(Fig. 10B). Sorprendentemente, en las
cortezas reeler electroporadas con EGFP
+ siApoER2, las células aparecen mas
dispersas y posicionadas en un patron
claramente invertido en comparaciéon con
las que sdlo habian sido electroporadas
con EGFP. Un porcentaje de ellas aparece
bajo la zona marginal, en posiciones que
perfectamente comparables a aquéllas del
control heterocigoto (Fig. 10C). En la figura
10D se muestra una cuantificacion de estos
resultados, representados graficamente.

En lo que afecta al adaptador
citoplasmatico Dab1, esta bien descrito que
se produce una acumulacién del mismo por

Figura 10 | La reduccion de ApoER2 rescata la migracion neuronal en el mutante reeler
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Se muestran cortezas a E18 que habian sido electroporadas a E14 con un plasmido codificante para
EGFP (control) o junto a un ARN de interferencia de ApoER2 (siApoER2). Se puede observar una
banda de neuronas alineadas bajo la zona marginal de un cerebro heterocigoto para reelina (A). Las
neuronas electroporadas en una corteza reeler no forman ninguna banda y se encuentran
concentradas en la zona inferior de la pared cortical (B). En la corteza reeler electroporada con
EGFP+siApoER2 el rescate parcial de la migracion neuronal es patente (C). De igual forma que en el
experimento anterior, se divide la corteza en 6 capas artificiales (BIN), cuantificAndose el
porcentaje de células EGFP+ en cada bin (D). En el control heterocigoto (linea verde), la practica
totalidad de estas células se encuentra en las “capas” superiores (mds proximos a la piamadre). Por
el contrario, el control reeler (linea azul) muestra las células EGFP+ acumuladas en las capas
profundas. Al silenciar la expresion del receptor ApoER2 sobre un fondo genético carente de reelina
(linea roja), existe un porcentaje de células electroporadas que abandonan las capas profundas
hacia capas mas superficiales. Barra de escala: 150 pm.



la interrupcion de la via de sefializacion de
Reelina o por la ablacién genética de Reelina,
ApoER2, VLDLR o Fyn y Src (Arnaud et
al., 2003; Bock y Herz, 2003; Kuo et al,
2005; Rice et al., 1998; Sheldon et al., 1997;
Trommsdorff et al., 1999). Este hecho indica
que, en las células capaces de responder a
ella, Reelina ejerce su accion mediante la
reduccion de los niveles de Dab1.

Siguiendo con la linea de experi-
mentos que estabamos llevando a cabo, una
cuestion que debiamos examinar era si los
niveles de Dabl se veian alterados por la
bajo-regulacion de ApoER2 que habiamos
producido gracias al ARN de interferencia.
Los resultados obtenidos indican que en re-
eler, las neuronas electroporadas con EGFP
+ siApoER2 mostraban niveles de Dab1l mas
bajos que las neuronas electroporadas con
EGFP tnicamente (Fig 11A-G), posibili-
tando que, quizas, la reducciéon de ApoER2
por si sola recapitule la funcién de Reelina
en ausencia de Reelina endégena. Ademas, a
favor de esta idea, reducir la dosis genética de
ApoER2 también mejora el posicionamiento
neuronal en la corteza reeler (Fig. 12).

6. Rescate parcial de lamin
de los niveles de ApoER2 y
la expresion de Reelina en

En este punto, existen dos observaciones
clave que predicen una posible funciéon de
Reelina en la zona VZ/SVZ: por un lado, el
enriquecimiento de ApoER2 en NPCs y por
otro, la evidencia de que la carga de ApoER2
determina el comportamiento migratorio
celular. Reelina tendria una hipotética accién
sobre el posicionamiento neuronal y los
niveles de ApoER2 se verian reducidos. Es
por ello que, para evaluar este prondstico, se
emplearon los ratones transgénicos nestin-
Reelin (Magdaleno et al., 2002), quienes
expresan Reelina de forma ectopica en NPCs
bajo el control del promotor de nestina
(proteina que se expresa exclusivamente en
progenitores neurales).

6.1. Evaluacion del posici
ronal

Para poder evaluar qué efecto pudiera tener
la expresion de Reelina ectdpica sobre la
configuraciéon de las capas neuronales, se

Figura 11 | La bajo-regulacion de ApoER2 rescata los niveles de Dab1 en reeler por si sola
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EIectroporauon a E14 y observada a E18. Los niveles del adaptador intracelular Dab1l se
reducen en las neuronas corticales reeler tras la electroporaciéon con EGFP+siRNA (E), en
comparacion con la sefial obtenida cuando solo se introduce EGFP (B). En C se observa una
colocalizacién de los marcadores, no apreciable en F, por la reduccién en la expresion de Dab1.
Una cuantificacion de este hecho es mostrada en G (ver métodos). Barra de escala: 15 um.
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Figura 12 | Rescate parcial del posicionamiento neuronal en los dobles mutantes

reeler/ ApoER2*

Deteccion inmunohistoquimica de calbindina en P60 en dobles mutantes reelin*/-
/ApoER2+/- (A), reelin*//ApoER27 (B), reelin’- /ApoER2*/* (C) y reelin”//ApoER2*/- (D). Las
cortezas dobles heterocigotas para reelina y ApoER2 son indistinguibles de las silvestres
(A). La reduccion de la dosis genética de reelina no afecta a la posicion deficiente de las
neuronas en la corteza del mutante nulo ApoER2 (B). Sin embargo, la reduccién de la
dosis genética de ApoER2 mejora el posicionamiento neuronal en la corteza reeler (C,D).

Barradeescala: 170 um.

llevé a cabo una triple inmunofluorescencia,
combinando un marcador de células de la
subplaca como Vglutl (Ina et al., 2007) y los
marcadores de capas corticales Tbrl (para
capa VI y células derivadas de la preplaca,
Bulfone et al., 1995) y Cux1 (para capas II/
III/IV, Nieto et al., 2004).

El analisis de las imagenes obtenidas
permite confirmar que Reelina expresada
de forma ectdpica sobre un fondo genético
silvestre no altera la laminacién cortical (Fig.
13A,B,E). Sin embargo y, en contra de lo
que se creia hasta el momento, la presencia
de Reelina ectopica sobre un fondo reeler
rescata parcialmente la laminacién cortical,
especificamente en la poblacién celular
posicionada por encima de una subplaca
ectopica, no por debajo de ella (Fig. 13C,D,F).

Es decir, que aproximadamente un 15% del
total de células Cuxl+ (capas superficiales)
y un 70% del total de las Tbrl+ (capas
profundas) consiguen sobrepasar la subplaca
para establecerse en una region rescatada de
placa cortical. Consistente con observaciones
anteriores (Feng y Cooper, 2009; Nieto et al.,
2004), las células Cuxl+ estan virtualmente
ausentes en el tercio superior de la pared
cortical reeler (no mostrado).

Pero las células que sobrepasan
la subplaca ectopica para situarse en esta
rescatada placa cortical, una vez se confirma
que provienen de poblaciones que constituyen
capas corticales distintas, ;mantienen alli
su posicion relativa? Es decir, ;se rescata
también el patrén inside-out natural?



Para responder a esta pregunta, se
inyectaron secuencialmente los andlogos de
nucledtido CIdU (ClorodeoxiUridina) y IdU
(IododeoxiUridina)enhembrasensu13<y14°
dia de gestacion, respectivamente, realizando
posteriormente triple inmunofluorescencia
delas secciones a P0. Se observa que el patréon
de posicionamiento celular en inside-out se
habia rescatado parcialmente en las cortezas
reeler ne-Reelin, dado que las células que
habian nacido madas tarde (marcadas con
IdU) habian sobrepasado a sus predecesoras
(marcadas 24 horas antes con CldU), pero
so6lo por encima de la subplaca ectépica (Fig.
13G,H).

6.2. Evaluacion de los niveles
Dabl1

Posteriormente, analizamos las variaciones
de los niveles de ApoER2 mediante ensayo
de tincién in situ con AP-RR36, empleada
en anteriores experimentos. De nuevo, los
ratones reeler transgénicos (reeler ne- Reelin)
son los idoneos para detectar una posible
bajo-regulacion del receptor por accién
de la expresion ectdpica de Reelina, puesto
que, como ya habiamos en el Articulo 1, la
expresion de ApoER2 en la pared cortical
reeler embrionaria es muy elevada.
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Figura 13 | Rescate parcial del patrén inside-out en reeler debido a la reelina ectopica de las NPCs

Deteccién inmunohistoquimica a PO de Tbrl, Cux1 y VGlut 1 en secciones adyacentes de cortezas ne-
reelin (A,B) y reeler ne-reelin (C,D). La expresion del transgén ne-reelin no altera la laminacion
cortical en un fondo genético silvestre. Sobre un fondo reeler si rescata la laminacion cortical en la
poblacidn celular por encima de la subplaca ectépica (e-sp). El uso de fragmentos Fab bloqueantes
confirmo estos resultados permitiendo la combinacién de ambos anticuerpos en la misma seccién
(E,F). La inyeccion secuencial de los andlogos de nucledtido CldU y IdU en E13 y E14,
respectivamente, demuestra ademads un rescate del patréon de laminacién inside-out por encima de
la subplaca ectdpica del reeler ne-reelin (G,H). Barra de escala: 200 um.
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Figura 14 | Rescate parcial de la bajo-regulacion de ApoER2
en reeler mediante la expresion de Reelina ectopica en NPCs
a E17

La sonda AP-RR36 detecta ApoER2 funcional a E17, en
cortezas heterocigotas control (A), reeler (B), heterocigotas
ne-Reelin (C) y reeler ne-Reelin (D). La tincion es mucho mas
abundante en la placa cortical (cp) reeler. En presencia de
Reelina enddgena, el transgén ne-Reelin no altera la tincidén
(C) . En cambio, sobre fondo reeler, el transgén induce una
fuerte disminucién de la tincion con AP-RR36 por encima de
la subplaca ectépica (e-sp)(D) [la linea de puntos indica la
posicién aproximada de la subplaca]. Se muestra analisis
densitométrico semicuantitativo de estos efectos (E). Barra
de escala: 120 pum. [iz: zona intermedia; sp: subplaca; spp:
superplaca; svz: zona subventricular; vz: zona ventricular]

subplaca, también ectdpica (Fig. 14C,D). La

a E17, donde ApoER2 es mucho mas
abundante en la placa cortical reeler que en
la silvestre (Fig. 14A,B). Reelina expresada
de forma ectdpica tampoco tiene ningun
efecto aparente sobre la expresion de
ApoER2 en presencia de Reelina enddgena
(fondos genéticos silvestre y heterocigoto).
En cambio, sobre un fondo genético reeler,
la Reelina ectopica produce una fuerte
disminucién de ApoER2 por encima de la

semicuantificaciéon de estos efectos puede
observarse en la grafica mostrada en la Fig.
14E.

A la edad de PO, los cerebros
analizados ponen de manifiesto resultados
comparables (Fig. 15A,E). Pero ademas, en
esta edad, los niveles de expresion de Dabl
estan normalizados en la region rescatada de
la placa cortical de ratones reeler ne-Reelin
(Fig. 16).
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Figura 16 | Rescate parcial de
los niveles de Dabl por Ila
expresion de reelina ectopica en
NPCs

Deteccién  inmunohistoquimica
de Dabl y VGlutl en cortezas
reeler a PO. En presencia de
reelina enddgena (+/+) el
transgén ne-reelin no altera la
tincién de Dabl en comparacién
con la corteza silvestre conven-
cional (no mostrado). En reeler
(rl/rl), el transgén ne-reelin
induce una fuerte disminucién de
la sefial de Dab1 sdélo por encima
de la subplaca ectdpica (e-sp, D-
F), en comparacion con el fuerte
marcaje homogéneo de Dabl en
toda la pared cortical reeler
convencional (no  rescatada,
flechas). Barra de escala: 180
pum. [cp: placa cortical; r-cp: placa
cortical rescatada] L
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- CAPITULO II: ADULTO -

Una vez concluido el estudio de los receptores
funcionales de Reelina en el embridn,
pasamos a analizar su expresion en el cerebro
adulto. Nuestras observaciones preliminares,
como que los mutantes para Reelina, ApoER2
y Dabl, tenian un claro ensanchamiento
ventricular y una ruta migratoria rostral
hipercelular, permitian pensar que la via de
sefializacion de Reelina podria permanecer
activa en el adulto. Es por ello que, utilizando
la misma herramienta, la proteina de fusion
AP-RR36, llevamos a cabo una cartografia de
la expresion de los FRR a lo largo del cerebro
del ratén adulto. Estos resultados, junto con
la manipulacién genética de los elementos
de esta via de sefnalizacion, los ensayos de
fosforilaciéon de Dabl ex vivo y la infusion
intraventricular de Reelina, permiten
demostrar que la sefializacion de Reelina
persiste en el nicho neurogénico adulto.

1. La mayor densidad d
nales en el cerebro adu
cuentra en la via migrat

Para intentar demostrar que la via de Reelina
sigue siendo activa en edades postnatales,
era esencial conocer, en primer lugar, si
habia una continuidad en la expresion de sus
receptores funcionales en animales adultos.
Por tal motivo, llevamos a cabo un analisis
de su expresion en el cerebro adulto, gracias
a la herramienta que ya habiamos utilizado
en los articulos 1y 2, la proteina de fusién
AP-RR36.

Aun con la dificultad que entrafa
manejar secciones frescas de cerebro de 200
um de grosor, la magnifica resolucién que
ofrece el revelado enzimatico de esta técnica
permiti6 poder elaborar una cartografia
rostro-caudal de la expresion de los FRR,
desde el bulbo olfatorio hasta el tronco del
encéfalo, incluyendo el cerebelo (Fig. 17).
Asi, observamos claramente que la mayor
densidad de FRR en el cerebro adulto se

encuentra en la ruta migratoria rostral
(RMS), si bien también se expresan en los dos
nichos neurogénicos adultos conocidos, la
zona ependimal/subependimal (EZ/SVZ) de
los ventriculos laterales y la zona subgranular
(SGZ) del hipocampo. Asimismo, se observa
una tincion difusa en la capa glomerular del
bulbo olfatorio, el nucleo habenular medial y
la capa molecular del cerebelo (Fig. 18).

Se puede afirmar, ademas, que la
mayor contribucion a esta sefial en los nichos
neurogénicos del cerebro se debe a ApoER2,
como queda patente al analizar los mutantes
nulos de este receptor, practicamente carentes
de tincion, salvo por una senal difusa en
la capa glomerular del bulbo olfatorio. En
consonancia con estos resultados, estan los
obtenidos con los mutantes nulos para el
otro receptor candnico de Reelina, VLDLR.
La tinciéon de FRR a lo largo del cerebro
pero ausente en el cerebelo (expresion
practicamente complementaria a la del
mutante ApoER2), permite afirmar que
VLDLR es el receptor principal presente en
esta estructura.

Por otro lado, la tincién de la sonda
AP-Reelin muestra un incremento gradual
a medida que la carga genética de Reelina
disminuye. La sefial observada en el cerebro
heterocigoto para Reelina es mayor que en el
silvestre y, a su vez, es claramente mayor en
el reeler, lo cual apoya que, en efecto, Reelina
provoca la bajo-regulacion del receptor.

2. Colocalizacion en E
y subpoblaciones de to
res del nicho neurogéni

Al observar las regiones tan especificas en
las que se expresa ApoER2 en el cerebro,
el siguiente objetivo fue determinar qué
tipos celulares del nicho neurogénico de los
ventriculos laterales serian competentes para
responder a una seflal desencadenada por
Reelina, asi como examinar la localizacion
de ApoER2 en los componentes celulares
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Figura 17 | El principal receptor de reelina en los nichos neurogénicos
del cerebro adulto de raton es ApoER2.

Cartografia de la expresion de lugares de unidon de reelina mostrada a lo
largo del eje rostro-caudal, desde el bulbo olfatorio hasta el cerebelo,
revelados mediante el uso de la proteina de fusién AP-RR36. El lugar de
maxima expresion se localiza en la via migratoria rostral, la zona
subventricular de los ventriculos laterales, la capa subgranular del
hipocampo y la capa molecular del cerebelo. Nétese un incremento de
la sefial a medida que la dosis genética de reelina va disminuyendo,
hasta alcanzar un nivel maximo en reeler (Reln”?). El mutante Lrp8, el
cual carece del receptor ApoER2, practicamente sélo muestra sefial en
cerebelo, indicando que es el principal, si no el Unico, receptor de
reelina en los nichos neurogénicos del cerebro adulto, al contrario de lo
que ocurre con el mutante VLDLR, que exhibe wuna tincidn
practicamente silvestre a lo largo del cerebro, excepto en el cerebelo,
donde se aprecia una disminucion de la seal, indicando que VLDLR es
el principal receptor en esta estructura.
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silvestre

que componen la RMS. La combinaciéon
del ensayo de binding in situ de la sonda
AP-RR36 con la deteccion mediante
inmunofluorescencia, pone de manifiesto
que, en mayor o menor medida, de nuevo
todas las subpoblaciones celulares de la EZ/
SEZ son competentes para recibir Reelina
como ligando, como queda demostrado por
la colocalizacion de ApoER2 funcional con
marcadores especificos para ependimocitos
(células tipo E) [S100p], astrocitos subven-
triculares (inlcuyendo células tipo B) [GFAP],

Figura 18 | Lugares de
expresion de FRR en el cerebro
adulto

La tinciéon con AP-reelin en el
raton silvestre (A-E)y en reeler
(F-J) pone de manifiesto la

presencia de receptores
funcionales de reelina a lo largo
de la SEZ/RMS tanto en

silvestre (A-C) como en reeler
(F-1). La RMS de los mutantes
reeler aparece muy delgada
(hipocelular) en su porcidn
rostral (F-G), sin signos de
acumulacién de neuroblastos
en el nucleo del bulbo olfatorio,
pero  bastante mas gruesa
(sumamente hipercelular) en su
parte caudal (H-l). Los FRR
también se encuentran en la
zona subgranular del
hipocampo (D). Cabe destacar
la débil tincién de la capa
molecular del cerebelo en el
silvestre (E), que se incrementa
notable-mente en reeler (J).

aca: parte anterior de la comisura
anterior; aci: parte intrabulbar de la
comisura anterior; AOM: parte medial
del ndcleo olfatorio anterior; cc:
cuerpo calloso; CPu: ntcleo Caudado-
Putamen; DTT: tecta de la tenia
dorsal; DG: giro dentado; GCL: capa
granular del cerebelo; GrO: capa
granular del bulbo olfatorio; LV:
ventriculo  lateral; MCL: capa
molecular del cerebelo; PCL: capa de
células de Purkinje; PoDG: capa
polimorfa del giro dentado; RMS: ruta
migratoria rostral; SVZ: zona
subventricular.

Barra de escala: 200 um.

células amplificadoras transitorias (células
tipo C) [Mash1], neuroblastos (células tipo
A) [DCX], asi como células en plena fase S
del ciclo celular [pulso y caza tras 1 hora de
inyeccién con BrdU]. Es destacable que el
mayor grado de colocalizacion enla expresion
de ApoER2 se da en los neuroblastos. Se pone
de manifiesto, por tanto, una continuidad
embrion-adulto en la expresion del receptor
ApoER?2 en los diversos linajes celulares del
nicho neurogénico (Fig. 19).



Por lo que respecta alos componentes
delarutamigratoriarostral, consistentemente
los neuroblastos (positivos para el marcador
Doblecortina, DCX) siguen expresando
ApoER?2, junto con los astrocitos (GFAP+)
que conforman los “tubos” por los que éstos
discurreny que facilitan su migracion a través
de un ambiente adulto. Como se ha descrito
anteriormente, los neuroblastos también
llevan a cabo divisiones a lo largo de la RMS,
desde su nacimiento en la EZ/SEZ hasta que
alcanzan su destino en las distintas capas del
bulbo olfatorio (Menezes et al., 1995). No es

Figura 19 | Reelina se une
a los principales tipos
celulares del mayor nicho
neurogénico adulto.

Todas las subpoblaciones
celulares de la EZ/SEZ son
competentes para recibir
reelina como ligando.
Colocalizacion de ApoER2
funcional con marcadores
especificos para células
S100B+, que corresponden
a los ependimocitos,
células Tipo E (A-C). Los
astrocitos subventriculares,
conocidos como células
tipo B, que expresan GFAP,
también poseen cierto
grado de expresion de
receptores de reelina (D-F).
El mayor grado de
identidad en la expresion
se observa entre ApoER2 y
Doblecortina, marcador de
neuroblastos, o células tipo
A (G-l1). Células en plena
fase S del ciclo celular (1
hora tras la inyecciéon de
BrdU, J-L) y las llamadas
células amplificadoras
transitorias o células tipo C,
que expresan Mash1,
también presentan son
competentes a la union de
reelina.

Barra de escala: A-C; G-I
50 um. D-E: 30 um; M-O:
40 pm.

menos significativo que estos elementos en
division también serian competentes para
responder a Reelina (Fig. 20).

3. La senalizacion de Reelina

activa en la SVZ adulta -
Si bien ApoER2 es considerado como un re-
ceptor promiscuo, los indicios que hasta aho-
ra tenfamos para pensar que la senalizacion
desencadenada por Reelina seguia siendo

activa en el adulto, eran mas que suficientes
para justificar el siguiente experimento.

MERGE

MERGE
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Nuestro grupo habia observado
que el mutante reeler adulto mostraba un
ensanchamiento ventricular desmesurado y
una RMS hipercelular. Las células de la EZ/
SEZ/RMS son competentes para recibir
la senal de Reelina, es decir, expresan uno
de los elementos canonicos de la via de
sefializacion, el receptor ApoER2. Ademas,
se ha descrito la presencia del adaptador

36 3

Figura 2

0 | Los FRR se expresan en la RMS.

intracelular Dabl en la RMS, otro de los
tradicionales componentes de la via (Hack et
al., 2002).

Como se sabe, una condicion que
ha de darse para que la senal de Reelina a
través de su receptor sea transducida, es la
fosforilacion de Dabl (Howell et al., 1999).
Durante el desarrollo embrionario, hemos

La expresion de receptores funcionales de Reelina se mantiene a lo largo de
la ruta migratoria rostral, como se muestra mediante esta colocalizacion de la
proteina de fusion AP-RR36 y los atrocitos GFAP+ (A-C), que forman los tubos
por los que discurren los neuroblastos, DCX+ (D-F). Las células en fase S del
ciclo celular, ubicadas a lo largo de toda la RMS, también son competentes a
la accion de Reelina (G-H). Barra de escala: A-F: 40 um; G-1. 30 um.



demostrado que Reelina, mediante un
mecanismo de bajo-regulacion de ApoER2,
promueve que las nuevas neuronas se
desvinculen de sus progenitores y es capaz
de normalizar los niveles de Dabl sobre
un fondo genético reeler (Articulo 1). Por
todo ello y, con el afan de comprobar si la
via de sefalizacién de Reelina sigue siendo
activa en el cerebro adulto, realizamos un
ensayo de fosforilacion de Dabl ex vivo
bajo estimulacién de Reelina, empleando
como substrato un homogenado de células
extraidas de la EZ/SEZ de animales adultos
reeler.

El fragmento de Reelina que
comprende las repeticiones 3 a 6 (RR36)
recapitula la gran mayoria de las funciones
dela proteina y es capaz de desencadenar una
sefial (Jossin et al., 2004). Para seguir con la
linea de experimentos llevados a cabo hasta el
momento, para la realizacion de este ensayo

)
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de fosforilaciéon de Dab1 se empled la proteina
de fusiéon AP-RR36 (aunque previamente
y, con idéntico resultado, ya lo habiamos
realizado con Reelina recombinante,
generada en nuestro laboratorio mediante
transfeccién de células HEK293T). Una vez
transcurrido el tiempo de incubacidn se hizo
necesaria una inmunoprecipitacion de Dabl,
para enriquecer la muestra con esta proteina,
dado que se iba a emplear un anticuerpo
que detecta genéricamente los residuos de
Tirosina fosforilada.

Los resultados de este ensayo mues-
tran que, en efecto, se produce la fosforila-
cion de Dabl tras la incubacion de células
de la EZ/SEZ con AP-RR36. El incremento
de la sefial de la banda de fosfotirosinas, en
union a la disminucién de la sefial de Dabl,
consistente con el inicio de su degradacion,
permite afirmar que la sefializacion de Reeli-
na persiste en la EZ/SEZ adulta (Fig. 21).

Ratio
Dab1-fosforilado/Dab1 total

[

AP-RR36

Figura 21 | La sefializacion de reelina permanece activa en la SVZ adulta

Ensayo ex vivo de fosforilacion de Dabl tras la estimulacion de un extracto celular

de tejido diseccionado

proveniente de la EZ/SEZ de cerebros reeler, con la proteina de fusiéon AP-RR36. Debido a la falta de anticuerpos
especificos de residuos de tirosina de Dabl fosforilados, se hace necesaria la inmunoprecipitacion de esta
proteina, para enriquecer la muestra y asi proceder a la deteccion de residuos de tirosina fosforilados mediante
Western blot (A). La adicion del fragmento central de reelina provoca un incremento del 60% de la ratio entre Dab1
fosforilado y Dab1 total, en paralelo con un 20% de degradacion del total de Dab1 presente en la muestra (B).

4. La falta de funcién de
o Dabl provoca hiperc
RMS y ventriculomegalia

La falta de funcién de Reelina, ApoER2 o
Dabl en los mutantes que carecen de estas
proteinas, provoca la hipercelularidad de la
RMS (Andrade et al., 2007). Estrechamente
relacionada con esta estructura, se
encuentran los ventriculos laterales del

cerebro adulto. Al analizar la neuroanatomia
de dichos mutantes, observamos que
precisamente ellos muestran una evidente
ventriculomegalia (aumento del tamafo
ventricular, Fig. 22B, C, E), no asi el mutante
VLDLR (Fig. 22D), que no exhibe alteracion
fenotipica de ninguna de estas estructuras
(lo cual apoya que el receptor principal
de Reelina en los nichos neurogénicos del
cerebro adulto, si no el unico, es ApoER2).
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5. Manipulacion de la seiializacicilliiil
5.1. Ganancia de funcién de Reelinalliliil

Para definir la posible funcién de Reelina y de
su via de sefalizacion en el sistema EZ/SEZ
adulto, llevamos a cabo una serie de estudios
con animales genéticamente manipulados.
De igual modo que en el articulo 2,
empleamos el ratén transgénico ne-Reelin
para evaluar el efecto de la ganancia de
funcién de Reelina sobre un fondo silvestre
y en un paradigma de rescate sobre un fondo
reeler (reeler ne- Reelin) adulto. El trabajo en
el que se emplea este raton transgénico por
primera vez (Magdaleno et al., 2002) resalta
el rescate de foliaciéon del cerebelo en los
animales reeler ne- Reelin, con la consecuente
desaparicion del fenotipo ataxico, si bien
indican que la laminacién cortical no esta

recuperada, algo que en realidad, como
vimos, si ocurre (articulo 2). El analisis de
la expresion de Reelina ectopica en el adulto,
nos aporta ahora una informacién clave
para profundizar en el entendimiento de la
funcién de Reelina.

La proteina expresada de forma
ectopica por los progenitores neurales de la
EZ/SEZ (promotor de nestina) sobre un fondo
reeler provoca una normalizacion del tamafio
ventricular (Fig.22B,F) yunarecuperaciéonde
la densidad de cilios ependimales, analizados
por microscopia electrénica de barrido
(Fig. 23). La representacion grafica de los
valores obtenidos mediante software pone de
manifiesto las diferencias estadisticamente
significativas entre el tamafio ventricular de
los mutantes reeler, Dabl y ApoER2 (Fig,
22G, columnas en rojo).

Reeler

[ Wwildtype ||

VLDLR - |

! o
. "dirs~, o

| Dabl+ || Reeler ne-ree

Tamano ventricular

—

‘ﬁl|*=

Figura 22 | Incremento del volumen ventricular en mutantes relacionados

con reelina y su via de sefializacion

Tincion de Nissl que muestra el tamafio de los ventriculos laterales de
distintos mutantes en comparacion con el genotipo silvestre (A). Los
mutantes nulos para reelina, ApoER2 y Dabl (B, C, E) y la ablacidon
condicional de Dabl en progenitores (G, H), presentan un incremento de
esta estructura , mientras que la ganancia de funcién de reelina normaliza
este defecto (F). El mutante VLDLR exhibe un fenotipo ventricular normal

(D). Barra de escala: 100 um.



Figura 23 | La expresion ectépica de reelina recupera la densidad de los cilios ependimales

reeler

Microfotografia obtenida por microscopia electronica de barrido de los cilios ependimales presentes
en la pared del ventriculo lateral (A). La densidad y morfologia de los cilios esta severamente afectada

en reeler (B). La expresion de reelina por los progenitores neurales de la zona subependimal adulta

provoca la normalizacion de este defecto fenotipico (C). Barra de escala: 10 um.

5.2. La interrupci
sefalizacion en
el volumen ventri
hipercelularidad en

Para abordar este asunto desde el lado
opuesto, decidimos llevar a cabo una ablacion
condicional de Dabl, ya que esta proteina se
expresa en la RMS y tanto en la glia radial
embrionaria (Luque et al., 2003) como en
la EZ/SEZ adulta (Hack et al., 2002), lo cual
aportaria datos que se complementarian a la
perfeccion con los que habiamos obtenido
con los experimentos de ganancia de funcién.
Para ello, hicimos uso del sistema CRE-lox
inducible por Tamoxifeno y asi provocar la
interrupcion de la senalizacion de Reelina en
progenitores, ya que brinda la posibilidad de
seleccionar el lugar y el momento en el que
deseamos eliminar el gen de interés, Dabl
en este caso. Mediante los cruces entre la
linea de ratones transgénicos nestin-CRE**"
(expresion de la enzima CRE recombinasa
bajo el promotor de nestina; Balordi y Fishell,
2007) y la linea floxed-Dabl (las dianas
loxP de la enzima flanquean el gen Dabl;
Pramatarova et al., 2008; Teixeira et al., 2012),
provocamos la ablaciéon condicional de la
sefalizaciéon de Reelina en los progenitores
de ratones adultos.

Estaablacion de Dab1 en progenitores
(Fig.24A,B), produce un aumento del tamafo

de los ventriculos laterales (Fig. 24C,D) y
perjudica el abandono de los neuroblastos
de la SEZ hacia la RMS, acumuldndose (Fig.
24E-F), por lo que se puede afirmar que
este fenotipo observado en los mutantes de
los elementos de la via de sefnalizacién de
Reelina no es un evento que dependa del
desarrollo. En este experimento se observan
alteraciones de las mismas estructuras y
en sentido opuesto a las provocadas por la
presencia de Reelina ectdpica en el sistema.

En la figura 24E y F observamos
como la interrupcion de la via de Reelina
mediante la eliminacién selectiva de Dabl,
tiene como consecuencia una acumulacién
de células en las regiones mas caudales de
la RMS. Este resultado se obtuvo realizando
un experimento de pulso y caza de BrdU
de 3 dias. En condiciones normales, un
neuroblasto que nace en la EZ/SEZ tarda
unos 3 dias en migrar hasta el bulbo olfatorio
através dela RMS. En este caso, en los ratones
Dab]1™/MCREX g observa un dramiético
incremento de perfiles BrdU+ en la EZ/SEZ,
lo que contrasta con aquéllos encontrados
en los ratones Dabl1*™CREr donde la gran
mayoria de células que incorporaron BrdU
han abandonado su nicho neurogénico para
iniciar su largo viaje hacia el bulbo olfatorio.
La ablacién genética de Dabl provoca, por
tanto, un defecto en la migraciéon de los
neuroblastos.
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Figura 24 | Efectos de la ablacion de Dab1 tras el tratamiento con tamoxifeno en ratones adultos

(A)Deteccién inmunohistoquimica de Dabl. La sefal estd presente en los neuroblastos de la zona
subependimal y la RMS (A) y desaparece en aquellas células que expresan la enzima Cre recombinasa
(B). Tincién de Nissl que muestra el aumento de tamafio del ventriculo lateral del ratén Dab1 f¥/fxCRE+ tras
la exposicién a tamoxifeno (D), en comparacion a su control (C). Pulso y caza de BrdU de 3 dias (E, F). En
los ratones con ambos alelos de Dabl floxeados (F), se observa una acumulacion de células BrdU+
(neuroblastos) a lo largo de la zona subventricular y en el surco corticoestriatal, inicio de la RMS, en
comparacion con el control (E), donde los neuroblastos ya han abandonado la zona para migrar hacia el
bulbo olfatorio. Barra de escala: 100 um. [CPu: nucleo caudado-putamen; LV: ventriculo lateral; SEZ:

zona subependimal; RMS: via migratoria rostral].

En una aproximacion comple-
mentaria, encontramos el efecto contrario en
los cerebros transgénicos reeler ne-Reelin.
En este caso, la acumulacion de neuroblastos
en la RMS observada en un reeler, con la
consecuente dificultad migratoria para
alcanzar el bulbo olfatorio, tiende a la
normalizaciéon en presencia de Reelina
ectopica en el sistema, recuperandose
también la morfologia de la RMS en el
nucleo del bulbo olfatorio, algo dispersa en
un bulbo reeler (Fig. 25). De todo ello se
puede deducir que una de las funciones de
Reelina es su contribucion al mantenimiento
de nicho neurogénico adulto.

Tras el tratamiento con tamoxifeno
comprobamos la efectiva ablaciéon de Dabl
puesto que no se detecta sefial de esta proteina
en los lugares donde es activo el promotor de
nestina (nucleo olfatorio anterior, ventriculos
laterales, zona subgranular del hipocampo,
RMS caudal), si bien si se detecta Dabl en
la RMS en el nicleo del bulbo olfatorio,
probablemente debido a una menor actividad
del promotor (Figs. 24 y 26).

El funcionamiento de los transgenes
nestin-Reelin y nestin-CRE fue examinado
mediante inmunofluorescencia (Figs. 27 y
28).

| Figura 25 | Rescate de la

morfologia de la RMS en el
ntcleo del bulbo olfatorio

‘ y Deteccion inmunohistoquimica
'_ . K de BrdU tras un experimiento
de pulso y caza de 3 dias. (A)
Fenotipo silvestre. (B) En
reeler, las céluas aparecen
dispersas y en menos cantidad
en comparacion con el control.
(C) La presencia de reelina
ectépica sobre fondo reeler
rescata este fenotipo, tanto en
:.. morfologia como en el nUmero
\ ,: de células que alcanzan el
' centro del bulbo offatorio.
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Barra de escala: 200 um.



Figura 26 | Ablacién condicio-
nal de Dab1.

Inmunodeteccion de Dab1l tras
8 dias de tratamiento con
Tamoxifeno en el sistema CRE-
lox inducible. CRE recombinasa
se expresa en este caso en
progenitores neurales bajo el
promotor de nestina. La sefal
de Dabl observada en la RMS
a la altura del nucleo olfatorio
anterior (A, flecha) esta
ausente en el individuo CRE+
(B, puntas de flecha). En el
centro del bulbo olfatorio se
detecta la sefal de Dab1l tanto
en el control (C) como los
animales CRE+ (D), consistente
con el patrén de expresion de
nestina. En la zona subgranular
del hipocampo (SGZ), donde
persiste la actividad neurogé-
nica, los perfiles celulares
positivos para Dabl (E)
desaparecen en presencia de
la recombinasa. Barra de
escala: AB: 100 um; CD: 200
um; EF: 50 um. [DG: giro
dentado; AOM: parte medial
del nucleo olfatorio anterior,
AOD: dorsal: AOV: ventral;
GrO: capa granular del bulbo
olfatorio; Gl: capa glomerular
del bulbo olfatorio].

Figura 27 | Expresion
de reelina ectdpica en
el raton transgénico
nestin-reelin adulto

Inmunoflourescencia
para la deteccion de
reelina empleando el
anticuerpo monoclonal
G10. No se observa
inmunoreactividad a
reelina en el animal
silvestre (A-C) ni en el
mutante reeler (D-F).
Sin embargo, el pro-
motor de nestina dirige
la expresion de reelina
en la zona subepen-
dimal, de forma
ectdpica, en el raton
transgénico reeler ne-
reelin (G-1). Barra de
escala: 150 um. [cc:
cuerpo calloso; LV:
ventriculo lateral; Str:
nucleo estriado]
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Figura28 | Expresion de CRE recombinasa bajo el promotor de nestinaen el cerebro adulto de raton.

Inmunofluorescencia que revela el correcto funcionamiento del trangsén nestin-CRE, cuyo producto se
circunscribe estrictamente al lugar de expresion de nestina en el raton adulto. No se observa sefial de la
proteina en los neuroblastos del bulbo olfatorio (A-D), ni a lo largo de la RMS (E-H), pero si en la EZ/SEZ (I-L).
Barra de escala: 100 um. [AOL: porcidn lateral del nucleo olfatorio anterior; Cpu: nucleo caudado-putamen;
fmi: forceps minor del cuerpo calloso; GrO: capa granular del bulbo olfatoiro; LV: ventriculo lateral]

5.3. La infusién intraventricul

altera la migracion de los neul-
Tomados en conjunto, los resultados
anteriores apuntan hacia una accién de
Reelina en el mantenimiento de los nichos
neurogénicos adultos. La interrupcién de
la via de senalizacion de Reelina provoca
defectos en la migracion de los neuroblastos,
junto a una alteracién en la anatomia de los

ventriculos laterales. En un ulterior enfoque
complementario, en un medio con exceso

de Reelina, usamos mini-bombas osmoticas
para administrar Reelina recombinante
directamente en el ventriculo lateral de
ratones reeler adultos (Fig. 29A). Las
bombas se implantaron cuidadosamente
usando cirugia estereotdxica y se dejaron
funcionar durante 5 dias, liberando
Reelina recombinante a razén de lpl/hora.
Posteriormente, se llevaron a cabo técnicas
inmunohistoquimicas para detectar células
Doblecortina+ (neuroblastos). La infusion
de medio de cultivo control no altera la



distribuciéon de los neuroblastos (Fig.
29B), mientras que la infusiéon de Reelina
afecta al comportamiento migratorio de
los neuroblastos sobre un fondo genético
carente de Reelina, produciendo una notable
alteracion en la localizacion habitual de
los neuroblastos en el lado ipsilateral al
de la insercién de la canula de la bomba
administradora de Reelina (Fig. 29C, puntas
de flecha en rojo). Por lo tanto, se puede
concluir que Reelina influencia la migracién
de los neuroblastos en el cerebro adulto, y
que probablemente lo haga desde el LCR,
que de hecho, como demostré nuestro
grupo anteriormente, la contiene (Saez-

Valero et al., 2004), hasta tal punto que las
células competentes a su accién inundan
areas como la zona de unién entre el
cuerpo calloso y el nucleo septal.

6. Reconstruccion tridimensional g

Los ventriculos laterales y la via migratoria
rostral son estructuras estrechamente
relacionadas y en este trabajo se ha estudiado
este vinculo en su contexto cerebral. Se
han publicado algunas reconstrucciones
tridimensionales del sistema ventricular de
ratén (Taguchi y Chida, 2003, Acabchuk et
al., 2015) y también en ratones reeler usando

Figura 29 | Reelina madifica in vivola migracion de los neuroblastos
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Infusidon de reelina recombinante o medio control durante 5 dias en el ventriculo derecho de
ratones reeler adultos, mediante el implante de mini-bombas osméticas (A). La infusion de medio
control no produce ninglin cambio en la distribucion de neuroblastos, como se pone de manifiesto
en esta inmunohistoquimica para la deteccion de doblecortina (B). Por el contrario, la presencia de
reelina recombinante altera dramaticamente la localizacion normal de los neuroblastos alrededor
del ventriculo ipsilateral a la infusién (C, puntas de flecha). Barra de escala: 200 um. [cc: cuerpo
calloso; LV: ventriculo lateral; RMS: via migratoria rostral; Str: nicleo estriado].
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Figura 30 | Reconstruccién tridimensional usando el software Neurolucida

Se ha reconstruido tridimensionalmente la porcidn rostral de los cerebros, ventriculos laterales y ruta
migratoria rostral de los ratones adultos mutantes utilizados en esta tesis. Se puede apreciar la intima
relacion entre los ventriculos laterales y la RMS vy las diferencias de tamafio existentes entre ellos. La
reconstruccion se ha realizado siguiendo el procedimiento descrito en el apartado Material y Métodos. Para
una mejor visualizacion, se recomienda la visita a este enlace (goo.gl/1Gdvpk) donde se alojan 8 cortos clips
de video con una rotacién de cada una de las reconstrucciones.

microscopia de resonancia magnética
(Badea et al, 2007), si bien, la representacion
de la RMS o el sistema ventricular de los
mutantes empleados no ha sido publicado
hasta la fecha. En esta parte del estudio, se
han analizado estas estructuras cerebrales de
todos los mutantes utilizados en esta tesis,
usando el software Neurolucida y realizando
una reconstruccion tridimensional de las
tres estructuras en conjunto (ventriculos
laterales -color verde-, via migratoria rostral
-color amarillo y porcién rostral del cerebro
-color morado-), a partir de secciones
coronales seriadas cada 300 um tefidas con
Nissl (Fig. 30).

Esta representacion espacial facilita
la comparacion de estas estructuras en
los distintos mutantes y genera una gran
cantidad de datos volumétricos. Por
un lado, se confirman asi los fenotipos
ventriculares de los mutantes para Reelina,
Dabl y ApoER2 (no mostrado) y por otro,
se ponen de manifiesto nuevos resultados:
hay diferencias significativas entre los
ventriculos y el volumen telencefdlico de
los ratones reeler y reeler ne-Reelin, pero
no en la RMS considerada en su conjunto

(Fig. 31); la presencia de Reelina ectdpica
es suficiente para rescatar el volumen de
los ventriculos laterales en ratones reeler e,
interesantemente, aumentar el volumen total
del telencéfalo (Fig. 31).

En linea con estas observaciones,
cuando se compara el volumen del telencéfalo
entre el genotipo silvestre y el de la ganancia
de funcién (wildtype ne-Reelin [wt ne-ree]),
se observa un incremento en el segundo
caso, es decir, cuando existe un aporte extra
de Reelina sobre un fondo silvestre (Fig. 31).
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Figura 31 | Cuantificacion del
area englobada en diferentes
RMS, ventriculo y telencéfalo
a partir de la reconstruccion
tridimensional

La cuantificacion de estas
estructuras revela un rescate
del tamafo ventricular en
caso de ratones reeler ne-
reelin  (grupo de barras
“ventriculo”, color morado),
en comparacién con los
ratones reeler (color verde) y
una mayor area telencefalica
en los animales transgénicos
(grupo de barras “cerebro”,
reeler ne-ree y wt ne-ree) en
comparacion con sus
controles (reeler y wt). La
presencia de reelina ectépica
no afecta al tamafio de la RMS
sobre fondo reeler (grupo de
barras “RMS”, colores verde y
morado).
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- CAPITULO I: EMBRION -

1. AP-RR36 es un
deteccion in situ de
de Reelina (FRR)

Las sondas de fusién con fosfatasa alcalina
(AP) han sido ampliamente utilizadas para
localizar cuantitativamente ligandos de la
matriz extracelular (Flanagan et al., 2000).
La sonda que contribuimos a desarrollar
y que extensivamente validamos en esta
Tesis Doctoral para investigar la expresion
de FRR, AP-RR36, incluye el fragmento
central de Reelina, siendo generada in vivo,
es secretada eficientemente por células en
cultivo, estable (hasta 6 meses a 4 °C), y
especificamente une ApoER2 y VLDLR. Es
destacable que todas las sefiales identificadas
en las secciones cerebrales usando AP-RR36
son abolidas si se emplea un exceso de GST-
RAP, un ligando comun de la famila de
receptores de lipoproteinas de baja densidad
(LDL). Entre esta familia, ApoER2 y VLDLR
son los tinicos miembros conocidos que unen
Reelina. El receptor LDL es estructuralmente
similar a ApoER2 y VLDLR pero no une
Reelina (D'Arcangelo et al, 1999; Jossin
et al., 2004). Otros miembros de la familia
presentan estructuras diferentes. Por lo tanto,
es razonable concluir que AP-RR36 detecta
especificamente la cantidad total de ApoER2
y VLDLR en el cerebro.

2. Expresion de F

Reelina en la cortez

A pesar de la intensiva investigacion,
el papel principal de Reelina durante la

corticogénesis sigue siendo un asunto a
debatir. El descubrimiento original de que
Reelina se expresa exclusivamente en la
zona marginal (D'Arcangelo et al, 1999;
Ogawa et al., 1995) generé muchos modelos
insistiendo en la importancia de la funcion
de Reelina en el final de la migracién de cada
neurona (Tissir y Goffinet, 2003; Soriano y
Del Rio, 2005; Cooper, 2008). Sin embargo,
nuestros resultados indican que, en la
corteza cerebral, los FRR estan presentes
en las neuronas migratorias radiales de la
SVZ/IZ ylo en sus procesos. Las nuevas
neuronas encuentran Reelina antes o hacia
el momento en que pasan a través de la IZ
y, destacablemente, bajo-regulan los FRR.
Cuando estas neuronas entran en la placa
cortical tienen menos FRR. El patron de
expresion de la proteina Dabl (Rice et al.,
1998) y el hecho de que Dab1 se fosforila en
torno a la zona ventricular (Magdaleno et
al., 2002) son consistentes con este modelo.
Puede que Reelina difunda desde la zona
marginal y bajo-regulelos FRR. Las células de
la glia radial y/o los progenitores intermedios
cuyos cuerpos celulares se localizan en la
zona ventricular/subventricular pueden
tener FRR en sus fibras radiales y puede que
Reelina sefalice a través de ellos.

3. Localizacion de
de Reelina en célul
durante el desarroll

Hacia el dia de desarrollo embrionario
E15, hemos podido detectar la presencia
de ApoER2 en las células de la glia radial
(BLBP+), tanto en el soma, ubicado enla VZ,
como en los procesos radiales que cruzan
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la placa cortical hasta la zona marginal.
También los progenitores intermedios de la
SVZ (Tbr2+) expresan altos niveles de este
receptor. Ademas, las células en plena fase S
del ciclo celular (BrdU+), localizadas tanto
en la zona ventricular, como en la interfaz
VZ/SVZ y en la propia zona subventricular,
presentan unamarcadaexpresion de ApoER2.
Hacia E17 se sigue observando el marcaje de
AP-Reelin en las células precursoras, que
expresan la proteina nestina. A menudo
se podia observar una banda de expresion
de receptores a unas 20-30 um del lumen
ventricular, con un marcaje algo mas débil.

De acuerdo con trabajos anteriores
en los que se detectaban los determinantes
antigénicos o ARNm de los elementos de la
via de sefalizacion de Reelina (Hartfuss et
al., 2003; Kawaguchi et al., 2008; Keilani y
Sugaya, 2008; Luque et al., 2003; Magdaleno
et al., 2002), la expresion de receptores
funcionales de Reelina tanto en la glia radial
como en las células progenitoras intermedias
sugiere que las NPCs son competentes para
recibir Reelina durante la fase neurogénica
del desarrollo neocortical. Consistente
con esta nocion, un estudio posterior ha
demostrado que la sefializacion de Reelina
regula la especificaciéon temporal de los
NPCs (Lakoma et al., 2011).

La mayoria de la sefal de AP-
Reelin desaparece en la corteza de ratones
mutantes nulos para ApoER2, mientras que
permanece practicamente inalterada en los
mutantes VLDLR (Articulo 1). De hecho,
en ausencia de ApoER2 y no de VLDLR,
aparecen varias anormalidades severas en el
posicionamiento neuronal, sobre todo en las
capas II a VI (Benhayon et al., 2003; Hack et
al., 2007). Por lo tanto, durante el desarrollo
medio/tardio del desarrollo neocortical,
los NPCs expresan principalmente, sino
exclusivamente, ApoER2.

En cualquier caso, independiente-
mente del marcaje de los procesos radiales

con AP-Reelin, no podemos excluir que un
cierto nivel bajo de FRR permanezca en las
neuronas localizadas en la placa cortical.

También se pueden encontrar nuevas
neuronas (Tbr2-) cerca de los progenitores
basales (Tbr2+) que expresan altos niveles
de FRR. Una explicacion podria ser que una
gran parte de las neuronas corticales recién
nacidas habrian “heredado” en su membrana
plasmatica esos FRR.

Con todo, los FRR parecen
rapidamente bajo-regulados de la membrana
plasmatica de las nuevas neuronas,
permitiendo por lo tanto su migracion.
Mientras el nivel mas alto de FRR estd
presente en la zona subventricular donde
habitan los progenitores basales, cierto
nivel de FRR también se detecta en los
progenitores apicales, particularmente en
la interfaz VZ/SVZ y muy probablemente
durante la fase S del ciclo celular (donde se
encuentra la mayor expresion de nestina).
Es tentador especular con la idea de que este
hecho es consistente con la implicacion de
la sefalizacion de Reelina en el control del
movimiento interkinético de los progenitores
apicales (y por tanto quizas que haya una
exposicion diferencial delos mismosa senales
proliferativas versus diferenciadoras). Otra
posibilidad no excluyente es que la poblacién
de células FRR+ de la interfaz VZ/SVZ sélo
represente una maduracion de la glia radial a
un progenitor intermedio.

Finalmente, las posibles diferencias
entre E15 y E17 pueden deberse a una reduc-
cion progresiva de la reserva de progenitores
apicales. En cualquier caso, parece claro que
los progenitores apicales y los procesos de la
glia basal que cruzan la placa cortical expre-
san FRR, mayoritariamente ApoER2.

Los presentes resultados también
pueden ser consistentes con la nocion de que
la funcién principal de Reelina (seguramente
no la unica) sea no-posicional y que la bajo-



regulacion de ApoER2 esté¢ implicada en
esa funcion. Interesantemente, Reelina no
influye en el comportamiento migratorio
de un modelo de fibroblastos que expresan
ApoER2 o VLDLR con Dabl (Mayer et al,,
2006).

4. La bajoexpresion
migracion neuronal
en reeler

La electroporacion de embriones reeler, por
la que se incorpora un ARN de interferencia
(siApoER2) disefiado para neutralizar el
ARN mensajero de ApoER2 y asi, noquear
su expresion, provoca que cierto porcentaje
de células alcancen cotas similares a los
heterocigotos bajo la zona marginal, en lugar
de permanecer concentradas en la mitad
inferior de la pared cortical, como ocurre
en los embriones reeler en los que no se ha
interferido la expresion de ApoER2. Ademas,
en los embriones reeler que incorporan
siApoER2, el nivel de expresion de Dabl de
las células electroporadas es inferior a los
niveles de las neuronas que sélo incorporan
EGFP (control). Este efecto permite albergar
la posibilidad de que la bajo-regulacion de
ApoER?2 recapitule la funcién de Reelina en
ausencia de Reelina enddgena. Ademas, la
reducciéon de la dosis genética de ApoER2
también mejora el posicionamiento neuronal
en la corteza reeler.

Todo ello implica que las neuronas
recién nacidas que no han activado la via
canoénica de sefializacion de Reelina retienen
su potencial migratorio, lo cual sugiere que
la senalizacion de Reelina podria influenciar
la migraciéon regulando la competencia
celular para responder a una segunda via.
ApoER2 es, de hecho, un receptor bastante
promiscuo, encontrandose entre  sus
ligandos a trombospondina-1, f-espondina,
el factor de coagulaciéon XI, la proteina C o
la clusterina (Apo]) (Blake et al., 2008; Hoe
etal., 2005; May et al., 2005; White-Adams et
al., 2009; Yang et al., 2009; Leeb et al., 2014).

Esto hace concebible la existencia de una
sefial inhibitoria de la migracion celular que
podria ser eliminada tras la bajo-regulacion
de ApoER2 inducida por Reelina. También
podria estar implicada una activacion
facilitada de la sefalizacién de efrinas B.
De hecho, un estudio identifica las efrinas
B como co-receptores de Reelina, ya que se
unen directamente a Reelina y a ApoER2/
VLDLR, resultando en fosforilacién de Dab1.
Significativamente, el fenotipo migratorio
cortical reeler parece rescatarse por la simple
activacion de la sefalizaciéon de efrina B
(Sentiirk et al., 2011). Sin embargo, algunos
elementos clave en la propuesta de este
estudio liderado por Amparo Acker-Palmer
no han podido ser confirmados. De hecho, se
ha mostrado que las interacciones proteina-
proteina entre las efrinas B y Reelina no
afectan el posicionamiento neuronal durante
el desarrollo cortical (Bouché et al., 2013;
Pohlkamp et al., 2016).

5. La sobreexpresion

migracion neuronal _
La expresion forzada de una forma truncada
de ApoER2 (ApoER2-ACD-GFP) provoca
una dispersion de las células a lo largo de
la placa cortical, permitiendo que sélo
unas cuantas consigan alcanzar su posicion
correcta, formando una capa bajo la zona
marginal. El efecto es mds dramatico cuando
se fuerza la expresion el receptor completo,
ApoER2-full-GFP (lo cual constituye una
sobreexpresion de ApoER2), donde muy
pocas células consiguen alinearse bajo la zona
marginal, y la mayoria aparecen dispersas
por la placa cortical, la zona intermedia y la
zona subventricular.

El efecto que produce la expresion
de la forma truncada del receptor, en
general mds débil y heterogénea en
comparacion con la forma completa, apoya
la idea de que la sobrecarga de ApoER2
en la membrana plasmatica subyace, por
si misma, al fenotipo migratorio cortical
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reeler. Concebiblemente, nuestra molécula
de ApoER2 truncada podria competir con
Reelina por receptores enddgenos, pero no
seria capaz de llevar a cabo la transduccion de
la senal intracelular, debido a que carece de
la porcién que interacciona con el adaptador
intracitoplasmatico Dabl, comportandose,
por lo tanto, como una molécula dominante
negativa' (Jossin y Cooper, 2011). Ademas,
la bajoexpresion de ApoER2 produce una
mejoria de la migracién neuronal en cortezas
reeler.

Por otro lado, nuestro ApoER2-full-
GFP igualmente competiria por Reelina
con receptores enddgenos, pero en este
caso, si seria capaz de transmitir la senal al
compartimento intracelular. Por tanto, si la
migracion se interrumpe en una célula o no,
dependera de la estequiometria particular
entre Reelina/ApoER2 en su membrana
plasmadtica; asumiendo que los niveles
de Reelina deben ser limitantes, a mayor
receptores full permanezcan sin acceso a
Reelina y por tanto no bajo-regulados, la
probabilidad de que la migracién celular
se vea inhibida sera mayor. Este efecto
podria explicar el mecanismo por el cual
las NPCs (con altos niveles de receptores),
no migran fuera de la zona ventricular/
subventricular.

Pero, ;por qué ambas formas del
receptor afectan a la migraciéon? O mejor
dicho, ;por qué afectan a la migracién
de forma diferente? La explicacion mas
sencilla es que la sobrecarga de ApoER2 en
la membrana plasmatica es suficiente por si
sola (al menos parcialmente) para provocar
el fenotipo migratorio cortical reeler. La

! Una molécula dominante negativa es aquella que,
como consecuencia de una mutacion, resulta en un
producto que afecta de forma adversa al normal
funcionamiento de los productos silvestres dentro
de una misma célula; en este caso, el producto de
la mutacién puede interaccionar con los mismos
elementos que la molécula silvestre, pero bloquea
algunos aspectos de su funcion (es capaz de unir
ligando pero no de transducir la sefial).

forma truncada del receptor daria lugar a
una estequiometria heterogénea de Reelina/
ApoER2 entre las células electroporadas.
En aquellas células donde las moléculas de
Reelina disponibles se unen a receptores
ApoER2 enddgenos (no a los truncados),
Reelina forzara su internalizacién vy,
consecuentemente, la célula migrara de
forma normal. Por el contrario, en aquellas
células en las que la Reelina disponible se
una a una mayor proporciéon de formas
truncadas del receptor, el ApoER2 endégeno
permanecerd en la membrana plasmatica
sin acceso a Reelina y por tanto, ya que la
forma truncada no es capaz de provocar la
transduccion de la sefial, la migracion celular
se verd inhibida.

Lo que ocurre en caso de la
sobreexpresion de la forma completa de
ApoER2 es que se crea una estequiometria
Reelina/ApoER2  homogénea en las
células electroporadas. Es decir, todas ellas
mantendran siempre una proporcion similar
de ApoER2 silvestre (ya sea enddgeno o
introducido) en su membrana plasmatica
que, eventualmente, impedira la migracién
celular.

Tras la publicacion de los resultados
derivados de esta primera parte de la
Tesis Doctoral (Uchida et al., 2009; Pérez-
Martinez et al., 2012), el grupo del Dr.
Nakajima, usando electroporacién in utero,
demuestra que la sobreexpresion de Dabl
en el citoplasma celular inhibe la migracién
neuronal en la corteza embrionaria. Sin
embargo, el transporte forzado de Dabl
dentro del nucleo celular atentda este efecto
inhibitorio. Por otra parte, empleando
ensayos celulares, se observa también que el
dominio intracelular de ApoER2 (o VLDLR)
inhibe la translocacién nuclear de Dabl. se
sugiere que la regulacion de la localizacion
subcelular de Dabl es importante para la
apropiada migracion radial de las neuronas
excitatorias corticales, y admiten la necesidad
de mas estudios para clarificar la significacién
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Figura 32 | La sobreexpresion de ApoER2 altera la morfologia de las neuronas

corticales

A la edad de 3 dias (P3), las neuronas que han incorporado la forma truncada del
receptor ApoER2 (B), muestran una morfologia distinta a las células control (A),
exhibiendo un incremento de la ramificacién y el grosor de los procesos., a diferencia
también de lo que se observa al analizar las cortezas electroporadas con la forma
completa de ApoER2 (C). Barra de escala: 100 um.

fisiologica de la translocaciéon nuclear
de Dabl (Honda y Nakajima, 2015). En
cualquier caso, sus resultados estan en linea
con los aqui descritos y resultan compatibles
con el modelo que proponemos (Pérez-
Martinez et al., 2012; ver mas adelante).

Es interesante destacar que, al ana-
lizar las cortezas en el dia postnatal 3 (P3),
muchas células electroporadas con el recep-
tor truncado muestran procesos mds rami-
ficados y gruesos (Fig. 32). Apoyando esta
observacion, la neutralizacién de Reelina en
estadios postnatales tempranos incrementa
la complejidad dendritica de las neuronas pi-
ramidales corticales, lo cual podria sugerir la
existencia de una via de transduccion de la
sefial independiente de los receptores cané-
nicos de Reelina (Chameau et al., 2009).

6. Rescate parcial de lam
niveles de Dabl y ApoER2
de Reelina en NPCs de rat

La expresion ectdpica de Reelina sobre fondo
reeler rescata parcialmente la laminacion

cortical, especificamente en la subpoblacion
de células posicionadas por encima de la
subplaca ectdpica y no por debajo de ella. A
este rescate contribuye aproximadamente un
15% de las células de capas mas superficiales
(Cuxl+) y un 70% de células de capas
profundas (Tbrl+). Corroboramos estos
resultados con los obtenidos de la inyeccién
secuencial de analogos de nucleétidos,
CldU y IdU, en los que observamos que
el patron de posicionamiento inside-
out estaba parcialmente rescatado en las
cortezas reeler ne-Reelin. Las neuronas mas
recientes sobrepasan a sus predecesoras so6lo
por encima de la subplaca ectdpica, no por
debajo.

Por lo tanto, mientras el papel de
Reelina en la promocioén de la particiéon de la
preplaca no parece enteramente distinto de su
efecto sobre el posicionamiento como habia
sido propuesto anteriormente (Magdaleno
et al., 2002), el fallo de algunas células para
responder a Reelina aparece relacionado con
su distancia migratoria y por lo tanto con el
momento de su nacimiento. En consonancia,
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el fenotipo neocortical (y cerebelar) del reeler
ne-Reelin recuerda a los mutantes Dab1<¥/<4,
quienes carecen de uno de los dos pares de
sitios de fosforilacion de tirosinas de Dabl
(Feng y Cooper, 2009; Morimura y Ogawa,
2009). Esto sugiere que el transgén ne- Reelin
podria sostener la funcién “activadora
de quinasas” de Dabl (activaciéon de SFK
por los sitios ab de fosforilacién)”, pero no
suficientemente su funcién de “andamio”
para ensamblar complejos de sefalizacion,
requerida para la migracion de neuronas de
capas superficiales (ensamblaje de Crk/CrkL
para fosforilar C3G y estimular Rap1, gracias
a los sitios cd de fosforilacion).

En cuanto a los niveles de ApoER2,
en E17 es mucho mas abundante en la placa
cortical reeler que en la silvestre. Sin embargo,
la expresion ectdpica de Reelina sobre fondo
reeler produce una ostensible disminuciéon
en los niveles de ApoER?2 tan sélo por encima
de la subplaca ectopica. A la edad de PO, los
resultados son comparables. Pero ademas,
los niveles de expresiéon de Dabl estan
normalizados en la region rescatada de la
placa cortical de ratones reeler ne-Reelin, lo
cual apoya que, al menos en parte, la funcién
que tiene Reelina en el compartimento
proliferativo (VZ/SVZ) puede subyacer a su
aparente requerimiento post-proliferativo
para la migraciéon y el posicionamiento
neuronal en la placa cortical.

Para profundizar en una plausible
explicacion mecanistica por la que la
expresion ectopica de Reelina resulte en
una fuerte disminucién de la expresion de
ApoER?2 por encima de la subplaca ectépica,
hay que tener en cuenta la suma de varios
factores: se sabe que Reelina regula la tasa
de divisiones neurogénicas (Lakoma et al.,
2011);ademas,lamembrana plasmatica delas
células hijas no se sintetiza de novo, si no que
existe una continuidad en los componentes
de la membrana que pasa de la célula madre
a las células hijas; a esto hemos de afnadir
que, segln nuestras propias observaciones,

la carga de ApoER2 en membrana determina
el comportamiento migratorio celular. Por
todo ello, en el Articulo 2 razonamos que
la expresién enriquecida de ApoER2 en
NPCs, sugiere fuertemente que Reelina
tenga alguna accién en la VZ/SVZ que
resulte en bajo-regulacion de ApoER2,
migraciéon y posicionamiento neuronal.
De hecho, confirmamos esta prediccion
usando los ratones ne- Reelin sobre un fondo
reeler. En contra de lo que se habia descrito
(Magdaleno et al., 2002), la Reelina ectépica
procedente del transgén rescata parcialmente
la laminacién cortical y el posicionamiento
neuronal, asi como los niveles de ApoER2 en
membrana y Dab1, normalizdndolos.

Nuestra propuesta parece
aparentemente  incompatible con los
descubrimientos en los que la delecion
de Dabl so6lo en neuronas en migracion,
fenocopia los defectos de laminacion
reeler (Franco et al., 2011). Sin embargo, el
promotor NEX usado en dicho estudio pude
dirigir la expresién también en progenitores
intermedios (Goebbels etal., 2006). Por tanto,
no se puede descartar que la delecion de
Dab1 en las células progenitoras intermedias
pueda haber contribuido a los efectos en las
propiedades migratorias de las neuronas
generadas.

Es formalmente posible que la
Reelina ectdpica secretada por los NPCs
afecte alos niveles de ApoER2 en las cercanas
nuevas neuronas e incluso a los mismos
NPCs. Sin embargo, practicamente todas
las vias secretoras permanecen virtualmente
inactivas durante la mitosis en progenitores
animales (Kreiner y Moore, 1990). También
podria suceder que, interactuando con las
vias intracelulares de trafico de vesiculas
hacia membrana, la Reelina ectdpica se
una a formas prematuras de ApoER2 antes
(y quizds impidiendo) de que se inserten
en la membrana de las NPCs. Sin embargo,
no parece probable porque no se observan
apenas diferencias en los niveles de ApoER2



funcional en la VZ/SVZ (donde residen
los NPCs) entre los mutantes reeler y los
silvestres (Art. 1), o entre los silvestres ne-
Reelin y los reeler ne-Reelin (Art. 2).

Nuestros resultados proporcionan
una base para explicar el abandono altamente
orquestado de las neuronas de proyeccion
corticalesdesulugardenacimiento,indicando
que un mecanismo de bajo-regulacion de
ApoER2 dependiente de Reelina desacopla
a las nuevas neuronas de sus NPCs, por lo
tanto habilitando a las neuronas para migrar.
Estudios en profundidad de los mecanismos
moleculares de la regulacién de ApoER2 y
de la sefalizaciéon que es capaz de mediar
deberian revelar nuevos conceptos y patrones
que establezcan un claro vinculo entre la
proliferacion de NPCs/destino neuronal y
la migracién neuronal. Podria hacerse cada
vez mas evidente que la neurogénesis y el
posicionamiento neuronal estan codificados
menos separadamente de lo que se ha creido
hasta el momento.

MODELO

Mientras se han sugerido varios modelos,
como funciona Reelina para posicionar
las neuronas sigue siendo un mecanismo
desconocido. Ni siquiera estda claro
si la migracion neuronal per se esta
influenciada por Reelina (Mayer et al., 2006).
Probablemente, Reelina no funciona sdlo

Figura 33 | Modelo propuesto
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[ApoER2]:

Neurogenesis

. A

como una simple sefal posicional. De hecho,
parece que participa en multiples eventos
criticos para la migracién neuronal y el
posicionamiento celular (Magdaleno et al,
2002). Nuestro grupo encontrd evidencias
de que Reelina esta implicada en la
especificacion temporal de los progenitores
corticales, estableciendo asi la tasa de
neurogénesis cortical (Lakoma et al., 2011).

La bajo-regulaciéon de ApoER?2 de la
membrana plasmatica permitiria a su vez la
migracién neuronal, posiblemente evitando
la accién de otro hipotético ligando de
este receptor que actuaria como una sefal
inhibitoria para la migracién celular. Tal
bajo-regulacion mediada por Reelina en
nuevas neuronas podria empezar durante la
neurogénesis a nivel de la célula progenitora
y entonces mantenida durante un corto
espacio de tiempo a nivel postmitdtico.
Este modelo puede incorporar no sélo una
explicaciéon mecanistica de la migracion
neuronal y posicionamiento sino también
una explicacion de por qué los progenitores
neurales no migran (y puede abarcar incluso
el movimiento interkinético nuclear del
progenitor apical).

Este mecanismo se describiria
mejor como “permisivo” para la migracion
neuronal, en tanto en cuanto es opuesto a
un mecanismo “instructivo” como seria una
senal de parada, por ejemplo (Fig. 33).
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Las células de la glia radial y los progenitores intermedios (RG/IPC) estan enriquecidos con ApoER2
funcional. Un mecanismo de bajorregulacion de ApoER2 reelina-dependiente desacopla las neuronas
recién nacidas de la RG/IPC, por lo tanto, habilitando a las células para migrar (con un cambio de efectos
negativos a positivos dependiente de la concentracion de ApoER2 ([ApoER2]) en la membrana
plasmatica). Ligandos alternativos de ApoER2 (?) o co-receptores de reelina (!) quizas ayuden a perfilar
reelina como una sefial preferentemente permisiva, mas que instructiva, para la migracién neuronal.
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El concepto “permisivo” no es
enteramente nuevo. De alguna manera,
André Goffinet ya considera la posibilidad
de que Reelina juegue este papel (Jossin
et al., 2004). El hecho de que la adicién de
Reelina recombinante a rodajas de cerebro
reeler en cultivo rescate parcialmente el
fenotipo demuestra que Reelina no tiene que
producirse de manera local para ejercer su
funcién. De algin modo Tom Curran ya lo
habia hecho anteriomente cuando sugirié
que Reelina no funciona “simplemente” como
una sefial posicional (Magdaleno etal., 2002),
ya que el modelo que emplea expresa Reelina
en la VZ/SVZ, observandose un rescate
en la particiéon de la preplaca (y también
laminaciéon, como hemos revelado en el
Articulo 2). Todo esto sugiere que Reelina
pondria a las neuronas en modo “permisivo”
para responder quiza a otra sefial, en lugar de
ser una sefial instructiva como una sefial de
stop. Nociones como “capacitante” (enabling,
(Kubo et al., 2010) o incluso “estimulante”
(encouraging, Miyata et al., 2010) no quedan
muy lejos de este concepto. Por supuesto, tal
mecanismo permisivo Reelina-ApoER?2 para
la migracién neuronal puede coincidir con
otros mecanismos de accion dependientes
de contexto como las acciones de corto rango
(short range actions, Miyata et al., 2010,
Kubo et al., 2010).

En relacién al trabajo descrito en
Kubo et al, 2010, la mayor diferencia que
existe entre su procedimiento y el empleado
en Magdalenoetal.,2002,es queeneste tltimo
caso, se expresd Reelina ectdpica bajo el
promotor de nestina (la expresion de Reelina
ectopica estd circunscrita a los progenitores
neurales corticales durante la neurogénesis,
sin datos sobre su posible secrecion o efectos
en las neuronas adyacentes), mientras que
las electroporaciones de Kubo mantienen
una expresion ectopica de Reelina en las
nuevas neuronas (a un nivel postmitdtico),
documentando también la presencia de
Reelina extracelular.

Con todo, distintas estrategias
utilizando la combinacién de los paradigmas

de pérdida y ganancia de funcién
(Magdaleno et al., 2002; Lakoma et al., 2011;
Pérez-Martinez et al.,, 2012 - Articulo 2),
demuestran claramente que Reelina actta
sobre los progenitores neurales.

- CAPITULO II: ADULTO -
1. La mayor dens

funcionales en el cere
encuentra en la via m

La mayor densidad de receptores funcionales
de Reelina del cerebro adulto se encuentra en
la ruta migratoria rostral, aunque también se
observa cierto marcaje en la zona subgranu-
lar del hipocampo, la capa granular del bul-
bo olfatorio, el nicleo habenular medial. En
cuanto al cerebelo, la zona molecular expresa
claramente receptores de Reelina, probable-
mente correspondiendo al arbol dendriti-
co de las células de Purkinje. El empleo de
secciones de los mutantes nulos ApoER2 y
VLDLR nos permiti6é apreciar la expresion
diferencial de estos receptores en distintas
regiones; concretamente, en el telencéfalo,
ApoER?2 aparece como el receptor mas abun-
dante, mientras que en el cerebelo quien se
expresa mayoritariamente es VLDLR.

Es destacable que, en los mutantes
ApoER2, la capa molecular del cerebelo
presenta un sensible incremento en la
intensidad de la sefial, en comparacion con el
silvestre. Esto indica que el receptor VLDLR
es ahi el mas abundante, pero también
sugiere que hay cierto grado de expresion
compensatoria entre ambos receptores.

Se aprecia también un sensible y
gradual aumento en la sefial de los FRR,
si comparamos un cerebro silvestre, uno
heterocitogo para Reelina y un reeler, lo cual
viene a apoyar que, en condiciones normales,
los FRR se bajo-regulan por un mecanismo
dependiente de Reelina.

El mutante ApoER2 presenta una
severa hipercelularidad de la RMS (Andrade



etal., 2007) y una evidente ventriculomegalia
(esta tesis), no asi el mutante VLDLR.
Ambos defectos fenotipicos recuerdan en
gran medida a los que presenta el raton reeler
(Andrade et al., 2007; Badea et al., 2007, esta
tesis). Ademads, también muestra también
ciertos defectos de laminacion cortical
(Trommsdorft et al., 1999), reminiscentes
de una corteza reeler. Nuestros resultados,
derivados del uso de la sonda AP-Reelin
que ponen de manifiesto que ApoER2 es
practicamente el Unico receptor que se
expresa en la RMS, son consistentes con estas
observaciones previas. No podemos asumir,
sin embargo, que sea Reelina el tinico ligando
capaz de desencadenar en el adulto una
sefial a través de ApoER2, dada la conocida
promiscuidad del receptor, pero seria dificil
descartarla como una seria candidata, a tenor
del fenotipo hipercelular de la RMS reeler,
ApoER2” y Dab1™-.

Una de las conclusiones del articulo
2 es que Reelina regula el desacoplamiento

entre las nuevas neuronas y sus progenitores
en la corteza embrionaria. En la corteza reeler
hay una clara acumulacién de receptores
funcionales en comparacién con la corteza
silvestre. En el cerebro adulto, en cambio,
no hay diferencias evidentes en cuanto a la
expresion de receptores en la RMS o en el
mismo bulbo olfatorio entre un silvestre y
un reeler (Fig. 34). El hecho de que no se
observe una sobreexpresién sugiere que
Reelina no tendria un papel principal sobre
la migracién radial de los neuroblastos en
el bulbo olfatorio, en contra de lo que se
ha propuesto con anterioridad (Hack et
al., 2002; Hellwig et al, 2012), si bien, en
el mutante de degeneraciéon de células de
Purkinje (pcd), el cual pierde adicionalmente
las células mitrales (neuronas de proyeccion
del bulbo olfatorio que expresan altas dosis
de Reelina), se han observado cambios en
la distribucion de las nuevas neuronas que
se incorporan al bulbo olfatorio, viéndose
alterado el tramo de migracion radial de los
neuroblastos (Valero et al., 2007).

Figura 34 | Expresion de
receptores funcionales de

silvestre

A

RMS/OB

Cerebelo

reeler

reelina en P25

N Binding in situ de la sonda
" de fusion AP-reelin en
secciones de corte sagital
que ilustran la  ruta
migratoria rostral y bulbo
olfatorio de individuos
silvestres (A) y reeler (B), asi
como en cerebelo (C, D). Las
cadenas de neuroblastos de
un individuo silvestre (A,
recuadro ampliado) estan
desorganizadas en reeler
(B), si bien no hay diferencia
en cuanto a la intensidad de
la sefial. También queda
patente la gran acumulacion
de neuroblastos en la
porcion mas caudal de la
RMS. El cerebelo reeler (D)
muestra un incremento en
la intensidad de la sefial en
comparacion con el silvestre
(C). Escala: 500 um.
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2. Colocalizacion

nes de los tipos cel_
La adaptacion de la técnica de binding in
situ a la inmunoflorescencia nos permitié
identificar que los diferentes tipos celulares
que componen la EZ/SEZ adulta expresan
en mayor o menor medida receptores
funcionales de Reelina. Ependimocitos
(células tipo E, S100PB+), astrocitos
subventriculares (células tipo B, GFAP+),
células amplificadoras transitorias (células
tipo C, Mashl+), neuroblastos (células
tipo A, DCX+) y células en fase S del ciclo
celular (BrdU+), son competentes para
recibir Reelina como ligando.  Parece
existir, por tanto, una continuidad embrion-
adulto en los linajes que expresan FRR. De
hecho, podemos comprobar como durante
el desarrollo embrionario, la eminencia
ganglionar lateral (LGE), no asi la medial
(MGE), el origen principal del sistema EZ/
SVZ/RMS del cerebro adulto (Wichterle et
al., 1999, 2001), expresa FRR (Fig. 35).

Las células que muestran un mayor
indice de colocalizacion de receptores tanto
en la EZ/SEZ como en la RMS del cerebro
adulto son los neuroblastos, aunque es
destacable que también son competentes a la
accion de Reelina las consideradas como las
células madre neurales adultas, los astrocitos
subventriculares (células tipo B), que retienen
propiedades importantes de la glia radial.
Sus cuerpos celulares, por ejemplo, estan
localizados justo bajo la EZ, pero tienen unos
cortos procesos que se extienden a través del
epéndimo con un cilio que contacta con el
liquido cefalorraquideo (Mirzadeh et al,
2008; Shen et al., 2008). Los neuroblastos
migran siguiendo la direccién del flujo del
liquido cefalorraquideo y el batir de los cilios
ependimales es fundamental para mantenerlo
(Sawamoto et al., 2006). Ademas, nuestro
grupo demostréo que Reelina esta presente
en el liquido cefalorraquideo (Sdez-Valero
et al., 2003). Un hallazgo posteriormente
confirmado por el grupo de André Goflinet
(Ignatova et al., 2004).

Figura 35 | Los receptores funcionales de Reelina se expresan en la LGE

Binding in situ con la sonda AP-RR36 y AP-Control sobre una seccion de cerebro de ratén en el
dia 15 de desarrollo embrionario. Se puede observar claramente como la tincion,
correspondiente a los receptores funcionales de Reelina se circunscribe a la eminencia
ganglionar lateral (LGE), origen embrionario de la EZ/SVZ/RMS adulta, dejando la eminencia
ganglionar medial (MGE) libre de marcaje. Barra de escala: 100 um.



Sin embargo, hay un gran numero
de moléculas extracelulares a las que se
les atribuye papeles importantes en la
neurogénesis adulta, como Notch, efrinas,
factores de crecimiento, citoquinas,
neurotransmisores y hormonas (revisado
por Ming y Song, 2011). Neuregulinas, slits
y algunas moléculas de adhesion también se
conocen por regular la estabilidad, motilidad
o direccionalidad de la migracién neuronal
durante la neurogénesis adulta (revisado por
Lledé et al., 2006; Ming y Song, 2005).

En todo caso, es destacable que la
mayor densidad de FRR en el cerebro adulto
se da en la RMS y ya podemos afirmar que,
concretamente, son los neuroblastos los que
siguen manteniendo elevados niveles de
expresion de ApoER2, también a lo largo de
su largo camino migratorio hacia el bulbo
olfatorio. Curiosamente, sigue habiendo
divisiones a lo largo de la RMS (Menezes et
al., 1995), pero los neuroblastos mantienen
su limitada capacidad diferenciadora (y
su expresion de ApoER2) hasta que no se
produce el cambio de migracién tangencial
a radial en el bulbo olfatorio, momento
en que comienzan su maduracién hacia
interneuronas de las capas granular vy
periglomerular, la mayoria GABAérgicas y
algunas glutamatérgicas yuxtaglomerulares
(Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Doetsch et al.,
1999; Carleton et al., 2003; Brill et al., 2009).
La presencia de ApoER2 en la membrana
de las células del nicho neurogénico es
consistente con que éstas se mantengan en
estadios relativamente indiferenciados.

3. La senalizacién d

activa en la zona sub-
Laaccion de Reelina sobre un extracto celular
de la zona ependimal/subependimal provoca
la fosforilacion de Dabl. En otras palabras,
la via de senalizacion de Reelina permanece
activa en el mayor nicho neurogénico del

cerebro adulto de ratéon. La EZ/SEZ de los
ventriculos laterales son, junto con su ruta

migratoria rostral asociada, las zonas donde
se alcanzan los mayores niveles de expresion
de ApoER2.

El grupo de Johannes Nimpf en
Viena publicé en 2007 que, el mecanismo
por el que los neuroblastos de un explante
subventricular, procedente de un mutante
doble para ApoER2/VLDLR y de un mutante
Dabl, son incapaces de generar cadenas, ha
de ser independiente de Reelina, abogando
que Reelina no esta presente en la zona
subventricular o en la ruta migratoria rostral.
En cambio, los explantes procedentes de un
cerebro reeler presentan un aspecto normal
(Andradeetal.,2007). Poco tiempo mas tarde
proponen que Trombospondina 1 (THBS-1)
seria un buen candidato alternativo como
ligando de ApoER2 y VLDLR, puesto que
ésta si se expresa en la RMS (Blake et al.,
2008). Estos resultados son inconsistentes
con Simo¢ et al., 2007, donde se demuestra
que Reelina si tiene un efecto sobre las
cadenas de neuronas en cultivo, provenientes
también de explantes subventriculares. Por
otro lado, al eliminar Reelina o los elementos
de su via de senalizacion (ApoER2/VLDLR,
Dabl) se obtienen fenotipos comparables
de hipercelularidad de la RMS vy afectacion
de la integridad ventricular. Sin embargo,
el mutante nulo para Trombospondina 1,
no comparte ninguno de estos fenotipos y
ademas, no promueva la degradacién de
Dabl1 (Blake et al., 2008).

Las células de la glia radial
embrionaria expresan la  maquinaria
receptora de Reelina, ApoER2 y Dabl
(Luque et al., 2003) y fosforilan Dab1 tras la
estimulacién con Reelina (Magdaleno et al.,
2002; Benhayon et al., 2003). Por lo tanto,
hay una fuerte evidencia de que las células
madre neurales reciben una sefial funcional
de Reelina (Luque et al., 2003). Lo mismo
ocurre con los neuroblastos de la RMS adulta,
quienes mantienen la expresion de receptores
funcionales de Reelina (principalmente
ApoER2) y Dabl (Hack et al., 2002). Los
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resultados obtenidos aqui con el ensayo de
fosforilacion de Dabl en la zona ependimal/
subependimal son, por tanto, compatibles
con que Reelina siga teniendo una funcién
sobre la neurogénesis y la migracion en el
cerebro adulto. Ademads, la migraciéon de
los neuroblastos sigue el flujo del liquido
cefalorraquideo (Sawamoto et al., 2006) y
Reelina esta presente en él (Sdez-Valero et al.,
2003; Ignatova et al., 2004).

Dabl posee cuatro sitios clave de
fosforilacion de tirosinas. Los dos primeros
(ab) tendrian la funcién de reclutar SFKs (Src
Family Kinases) y activarlas, fosforilando al
propio Dab1l, mientras que a los dos ultimos
(cd) se les atribuye una funcién de andamiaje
para formar complejos Crk/CrkL/C3G,
también substratos de las quinasas anteriores,
lo cual se traduciria en activacion de Rapl,
quien regula mecanismos de adhesiéon de
fibroblastos y otros tipos celulares (Ballif,
et al., 2004). Todo este mecanismo se pone
en marcha cuando ApoER2 y/o VLDLR se
aproximan por la accién de oligémeros de
Reelina presentes en la matriz extracelular.
De hecho, el mutante nulo para Dabl tiene
un fenotipo migratorio indistinguible del
reeler (Howell et al., 1997; Sheldon et al.,
1997, Ware et al., 1997).

4. Manipulacién gené

lizacién de Reelina _
Los mutantes nulos para Reelina, ApoER2
y Dabl muestran dos evidentes defectos
fenotipicos: una hipercelularidad de la
RMS (Andrade et al., 2007, Articulo 3) y un
agrandamiento patologico de los ventriculos
laterales (Badea et al., 2007, esta tesis). La
expresion de Reelina de forma ectopica sobre
fondo reeler normaliza el tamafo ventricular
aunque no aparentemente la hipercelularidad
de la RMS; sin embargo promueve la
migracion de los neuroblastos hacia el bulbo
olfatorio. El rescate de defectos anatémicos,
al menos parcial, lo confirmamos con la
recuperacion de la poblaciéon de cilios

ependimales de la cara estriatal de los
ventriculos laterales. Consistentemente, la
pérdida condicional de la funcién de Dab1 en
la zona ependimal/subependimal, provoca
alteraciones  diametralmente  opuestas:
aumento del tamafo ventricular, aparicion
de wuna hipercelularidad estructural de
la RMS, posiblemente provocado por el
defecto migratorio de los neuroblastos, que
permanecen acumulados en la EZ/SEZ, en
lugar de abandonar el nicho neurogénico en
direccién al bulbo olfatorio. Parece evidente
que la sefalizacion mediada por Reelina
altera el comportamiento migratorio de los
neuroblastos.

También se han descrito interacciones
entre la via de sefializacién de Reelina y la
proteina Lis1 (Assadi et al., 2003; Zhang et al.,
2007), cuya mutacion resulta en lisencefalia
en los humanos. La mutacion del gen que
codifica para esta proteina es letal en ratén.
La frecuencia de individuos hidrocefalicos se
ve incrementada al combinar la heterocigosis
del gen que codifica para Lisl y la
homocigosis para Reelina, VLDLR, ApoER2
o Dabl, sugiriendo por tanto un papel
de los elementos integrantes de la via de
Reelina en el mantenimiento de la integridad
ventricular.

Es bien conocido que la activacion de
la sefializaciéon Notch promueve y mantiene
el caracter de progenitor neural, inhibiendo
la diferenciacion neuronal. La proteina
Numb, en cambio, antagoniza la funcién
de Notch durante la divisién de precursores
neurales (revisado por Roegiers y Jan, 2004;
Engler et al., 2018). La sefializacién canonica
de Notch se muestra de hecho muy activa en
el nicho neurogénico EZ/SVZ regulando el
mantenimiento de los progenitores neurales
troncales (Imayoshi et al., 2010; Aguirre etal.,
2010). Si bien no se conocen los mecanismos
precisos de regulacion de la actividad de la
sefializacion Notch en la EZ/SVZ del ratén,
se sabe que algunos ligandos de Notch se
expresan a lo largo de la misma y tanto Deltal



como Jagged1 han sido detectados en IPCs y
también en neuroblastos (Aguirre et al., 2010;
Irvin et al., 2004; revisado en Fuentealba
et al.,, 2012). Interesantemente, la ablacion
condicional postnatal de las proteinas
Numb/Numblike en la zona ependimal/
subependimal provoca el ensanchamiento
de los ventriculos laterales ademas de una
marcada hipercelularidad de RMS (Kuo et
al., 2006), fenotipos coincidentes con los
aqui descritos para las carencias de Reelina,
ApoER2 o Dabl. Consistentemente, la
sobreexpresion del dominio intracelular
activado de Notch en la EZ/SVZ fenocopia
la hipercelularidad de la RMS; sin embargo,
la integridad y tamafio de los ventriculos
laterales no resultan comprometidos,
sugiriendo la posibilidad de que la regulacion
via Numb de la integridad ependimal suceda
a través de un mecanismo independiente
de Notch (Kuo et al., 2006). En cambio,
un estudio mas reciente muestra como las
células ependimales son dependientes de la
sefializacion candnicade Notch, quemantiene
activamente la quiescencia, fenotipo vy
posicion de las mismas. La inhibicién de
la sefnalizacion Notch exclusivamente en el
epéndimo ventricular permite la reentrada
de los ependimocitos en el ciclo celular y la
produccion de neuronas del bulbo olfatorio,
mientras la sefializacion forzada de Notch es
suficiente para bloquear la plastica respuesta
de las células ependimales al infarto
cerebral (Carlén et al., 2009). Sin duda, la
sefializacion Notch tiene diversas funciones
en las diferentes poblaciones celulares del
nicho neurogénico del ventriculo lateral.
Por otra parte, aunque la interaccion entre
las senalizaciones de Reelina y Notch
resulta importante para la modulacion de la
neurogénesis y migracion celular durante el
desarrollo cortical (Hashimoto-Torii et al.,
2008; Lakoma et al., 2011), los mecanismos
moleculares precisos no han sido aun
esclarecidos. De hecho, cerca de un centenar
de genes se han revelado directamente
regulados in vivo en NSCs corticales por el
dominio intracelular de Notch (NICD) y su

co-factor RPBJ. Uno de ellos es Dabl, cuya
transcripcion tras la activacion de Notch, no
es activada, sino reprimida (Li et al., 2012).
). Asimismo, conviene recordar que Numb
y Dabl son proteinas accesorias endociticas,
capaces de regular la endocitosis y el
subsiguiente trafico post-endocitico de sus
receptores afines [tales como Notch, TrkB,
b-APP, VLDLR y ApoER2] (excelentemente
revisado por Yap y Winckler, 2015). Como
quiera que ambas proteinas comparten el
dominio PTB (Phosphotyrosine binding/
NPXY binding region), la posibilidad de una
interaccion cruzaday en funcién del contexto
celular no resulta descartable. Un estudio
reciente demuestra como la inhibicion de la
sefializacion Notch en el nicho neurogénico
adulto del ventriculo lateral da lugar a que
las células abandonen la zona subventricular
migrando haciala ruta migratoria rostral mas
rapidamente que lo observado en los cerebros
de control. Por el contrario, la sobreexpresion
de Notch resulta en una mayor proporcién
de células quedando retenidas en la SVZ
durante mas tiempo del observado en los
cerebros de control (Piccin et al., 2013), un
fenotipo claramente similar al descrito para
la ablacién condicional de Dabl en esta
Tesis Doctoral. También, la abundancia de
Notch en los neuroblastos (PSA-NCAM+)
localizados en la RMS, mucho menor en
aquéllos que han alcanzado el bulbo olfatorio,
sugiere que la actividad de Notch puede
inhibir su prematura diferenciacién (Givogri
et al.,, 2006). Evidentemente, un patrén de
expresion fuertemente reminiscente del aqui
demostrado para la localizacion de ApoER2.
Con todo, seria interesante explorar si la
interacciéon entre las sefalizaciones de
Reelina y Notch persiste en el eje neurogénico
EZ/SVZ/RMS del cerebro adulto.

Circunstancialmente, los resultados
de la manipulacién del glicoconjugado PSA-
NCAM resultan de particular interés en
nuestro contexto. El acido poli-a2,8-sidlico
(PSA), una modificaciéon post-translacional
unica de la molécula de adhesion celular
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neural (NCAM), esta fuertemente vinculado
al desarrollo y la plasticidad neural. La
eliminaciéon de PSA (mediante la ablacion
genética de sus enzimas sintetizadores),
independientementedeNCAM,dalugarauna
expansion de la RMS y a un ensanchamiento
ventricular (Weinhold et al., 2005), fenotipos
comparables a los aqui demostrados para
la ausencia de Reelina, ApoER2 o Dabl.
Asimismo, la administracion intratecal de
endoneuraminidasa (endo N) [un enzima
que selectivamente elimina PSA] demuestra
que PSA no sélo promueve la migracién
tangencial rostral de los neuroblastos sino
que también suprime la diferenciacién de
los mismos inducida por NCAM. Dicha
diferenciacién, dependiente de contacto
célula-célula, implica la activaciéon de la
via de proteina quinasas activadas por
mitégenos (MAPK) (Petridis et al., 2004).
De hecho, como en nuestro caso ApoER?2,
en los ratones silvestres resulta evidente
la bajo-regulacién de PSA una vez que los
neuroblastos alcanzan el bulbo olfatorio
para comenzar a migrar radialmente
y diferenciar. Interesantemente, se ha
mostrado que Reelina induce la separacion
de los neuroblastos migrando en cadena
desde explantes de la SVZ (Hack et al., 2002)
y que dicho efecto depende también de la
activacion de la via MAPK (Simo et al., 2007).
Ademas, la administraciéon intraventricular
de endo N (y no la eliminaciéon de PSA
mediante manipulaciéon genética) provoca
una dispersién masiva de neuroblastos en
zonas cerebrales circundantes, incluida
la region estriatal (Battista y Rutishauser,
2010); un efecto ciertamente comparable
a la redireccion de neuroblastos que aqui
observamos tras la infusion intraventricular
de Reelina recombinante en mutantes reeler.
No se conoce una interaccion directa entre
Reelina o ApoER2 con PSA o NCAM. Se sabe,
sin embargo, que PSA sobre NCAM es capaz
deunirse directamente a moléculasbioactivas
tales como neurotrofinas, neurotransmisores
y factores de crecimiento, implicadas
en una gran diversidad de funciones

neurales, regulando asi sus concentraciones
extracelulares y modos de sefalizacion. De
esta forma, PSA se une al factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) y BDNF
en la cadena PSA puede migrar hacia los
receptores TrkB y p75NTR (Sato et al., 2016,
para una excelente revision). A su vez, las
neurotrofinas, incluida BDNE son capaces
de regular el procesamiento proteolitico de
ApoER2 mediante la activacion de la via
de senalizacién Trk (Larios et al., 2014).
Por otra parte, NCAM puede interaccionar
heterofilicamente con otras moléculas de
adhesion celular tales como L1 (Horstkorte
et al., 1993). Un estudio reciente demuestra
la escision proteolitica de L1 por Reelina,
indicando ademas su relevancia para la
migraciéon neuronal durante el desarrollo
cortical (Lutz et al., 2017). Seria igualmente
interesante explorar si estas interacciones
moleculares transitivas persisten en el eje
neurogénico EZ/SVZ/RMS del cerebro
adulto. Después de todo, las funciones de
adhesion y sefalizacién celular no parecen
tan incompatibles como durante tiempo se
considero. Sorprende la escasez de literatura
al respecto, cuando en estudios pioneros,
tanto Notch (Fehon etal., 1990) como Reelina
(Ogawa et al., 1995), fueron funcionalmente
vinculados con la adhesividad celular.

5. Especificacion reg

tipos neuronales _
Desde un punto de vista meramente
morfolégico resulta evidente que en el
cerebro reeler coexisten regiones cerebrales
abiertamente afectadas como el cerebelo, el
hipocampo o la corteza, con aquellas otras
aparentemente no afectadas o minimamente
afectadas como el bulbo olfatorio o el
estriado (Luque, 2007). La explicacién mas
parsimoniosa estriba en que durante el
desarrollo embrionario Reelina actia sobre
linajes neuronales unicos de forma que, por
ejemplo, en la corteza cerebral es requerida
para la migracion radial de las neuronas de
proyeccion, pero no asi para la migracion



tangencial de las interneuronas (Luque, 2007
[Epub 2006]; Pla et al., 2006). Considerando
la continuidad entre los nichos neurogénicos
embrionario y postnatal nos preguntamos
si una predileccion comparable podria
revelarse también en el bulbo olfatorio y el
posicionamiento de algunos subtipos de
interneuronas en él. Confirmamos que en el
mutante reeler adulto dos subpoblaciones de
interneuronas periglomerulares (calbindina-
positiva [CB+] vy tirosina hidroxilasa-
positiva [TH+]) se encuentran en posiciones
ectopicas, dispersas en la capa plexiforme
externa, sin alcanzar los glomérulos del
bulbo olfatorio (Hellwig et al., 2012; Fig. 36).
Sin embargo, extendiendo estos resultados,
descubrimos que la expresion del transgén
ne-Reelin sobre un fondo reeler produce
un significativo rescate del posicionamiento
ectopico de las células TH+, si bien no
modifica el de las células CB+. Se sabe
que la producciéon de interneuronas
periglomerulares TH+ es maxima durante
la embriogénesis temprana decreciendo
progresivamente con el desarrollo. En
cambio, la generaciéon de interneuronas
periglomerulares CB+ es maxima durante
la embriogénesis tardia decreciendo a
continuacion también de forma progresiva
(Batista-Brito et al., 2008).

Esformalmenteposiblequeunamayor
actividad del promotor de nestina que dirige
la expresion de Reelina (en el constructo ne-
Reelin) durante la embriogénesis temprana
explique el rescate del posicionamiento de
las interneuronas TH+. Es posible incluso,
como especuldbamos anteriormente, que
ne-Reelin pueda sostener la funcién de
Dabl como activador de quinasas, pero no
suficientemente su funcion facilitadora del
ensamblaje de complejos de sefalizacion
requerida para la migraciéon de neuronas
generadas mas tardiamente durante la
embriogénesis (Pérez-Martinez et al., 2012).

Interesantemente, sin  embargo,
mientras las células periglomerulares CB+
del OB comparten una relaciéon directa de
linaje (esto es, derivan de un progenitor
ancestral comun) con aquellas neuronas
estriatales generadas tempranamente
durante el desarrollo (<E15), las células
periglomerulares TH+ lo hacen con aquellas
neuronas corticales generadas también antes
de E15 (Fuentealba et al, 2015). Como
quiera que la actividad de Reelina no parece
un requerimiento para la migracion de las
neuronas estriatales, pero si parala migracion
delasneuronasprincipalesdelacorteza,dicha
correspondencia sugiere que la existencia de

Figura 36 | Especificacion regional y temporal de tipos neuronales
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reeler  resler ne-reelin
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En los mutantes reeler, las subpoblaciones de interneuronas periglomerulares tirosina hidroxilasa-positiva [TH+]
(B) y calbindina-positiva [CB+] (E) se encuentran en posiciones ectdpicas, dispersas en la capa plexiforme
externa, sin alcanzar los glomérulos del bulbo olfatorio. Sin embargo, la expresion del transgén ne-reelin sobre
un fondo genético reeler produce un significativo rescate del posicionamiento ectépico de las células TH+ (C), si
bien no modifica el de las células CB+ (F), en comparacidn con sus respectivos controles (A, B, respectivamente).
En la grafica G se representan datos normalizados de nimero de células ectépicas TH+ y CB+ en los bulbos
olfatorios reeler y reeler ne-reelin. Barra de escala: 100 um. [Gl: capa glomerular; EPI: capa plexiforme externa;
MCL: capa de células mitrales; IPI: capa plexiforme interna; GCl: capa granular].
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una sofisticada especificacién regional (y
temporal) a nivel de las células progenitoras
troncales subyace a la generacion de la gran
diversidad de tipos neuronales susceptibles a
la accién de Reelina.

6. El liquido cefalorr:
e
Una conclusién evidente es que Reelina
ayuda a mantener la integridad del ventriculo
y que tiene cierto efecto sobre la migracion
tangencial de los neuroblastos en la ruta
migratoria rostral. Pero quisimos ir mas
alla. Hay que tener en cuenta que la proteina
ectopica proveniente del transgén, aunque
probablemente en pequefas cantidades,
se esta sintetizando de forma constante en
tanto en cuanto se mantenga la actividad
del promotor de nestina, incluso en la edad
adulta del animal.

;Qué ocurriria si se introduce Reelina
directamente en el liquido cefalorraquideo
dentro del ventriculo lateral de un reeler
adulto? ;Tendria esto algin efecto? Los
experimentos de la infusion intraventricular
de Reelina recombinante demuestran que
si. El comportamiento migratorio de los
neuroblastos se ve claramente alterado.
Es decir, unas células que no han estado
nunca expuestas a Reelina, son capaces de
responder a ella. No hay duda de que debe
haber mecanismos compensatorios que, en
ausencia total de Reelina, se activen para
intentar subsanar los defectos provocados
por su carencia. Pero el hecho de que los
neuroblastos sean capaces de interpretar la
sefial “Reelina” como ligando, en unién al
resto de resultados de esta parte del trabajo,
demuestra que la via de Reelina sigue siendo
activa en el adulto. Ademas, los neuroblastos
modifican su comportamiento migratorio
en respuesta a un ligando introducido en
el ventriculo lateral. No procede ni de la
corteza, ni del bulbo olfatorio, ni tampoco
obviamente de la RMS, de hecho, en el
cerebro silvestre existe Reelina en el liquido

cefalorraquideo (Sdez-Valero et al., 2003;
Ignatova et al., 2004) y los neuroblastos
migran siguiendo el flujo de éste (Sawamoto
etal., 2006). Consistente con todo ello, resulta
el espectacular rescate del fenotipo reeler en
la pared ciliada ependimal de los ventriculos
laterales impuesto por la infusién de Reelina
recombiante en el interior de los mismos
(Fig. 23). Cabe considerar, por tanto, que la
Reelina presente en el liquido cefalorraquideo
tiene efecto sobre la integridad del ventriculo
y la migraciéon neuronal, manteniendo el
nicho neurogénico adulto.

El trabajo que muchos laboratorios
han dado a conocer sugiere que es
conveniente una re-evaluaciéon del papel
de senales intrinsecas y extrinsecas
durante la neurogénesis en el cerebro en
desarrollo. La polaridad celular que el nicho
neurogénico promueve, permite que se dé
un enriquecimiento de receptores de factores
de crecimiento a lo largo de la superficie
ventricular, donde residen los progenitores
corticales, lo cual fuertemente sugiere que
los progenitores analizan selectivamente el
liquido cefalorraquideo en busca de sefiales
difusibles que instruyan la neurogénesis.
De hecho, hay evidencias de varias regiones
cerebrales y de diferentes especies que
apoyan un nuevo modelo en el que las senales
difusibles distribuidas a través del liquido
cefalorraquideo permitan el crecimiento y la
supervivencia del cerebro en desarrollo.

De  forma  colectiva,  estos
descubrimientos sugieren que el LCR
embrionario es un componente integral del
nicho neurogénico. Una posibilidad es que
se controle la neurogénesis regulando el
acceso de los progenitores a las moléculas
que circulan en el liquido cefalorraquideo
(revisado por Lehtinen y Walsh, 2011). Los
resultados obtenidos en este trabajo, apoyan
la idea de que el liquido cefalorraquideo siga
teniendo un papel en el mantenimiento de
la neurogénesis y en los nichos neurogénicos
remanentes en el cerebro adulto.



MODELO

Nuestro grupo ha demostrado que, durante
el desarrollo embrionario, Reelina, actuando
aguas arriba de la sefalizacion Notch, regula
la especificacion temporal de los progenitores
neurales, resultando asi necesaria y suficiente
para determinar el ritmo de neurogénesis
en la corteza cerebral (Lakoma et al., 2011).
Tal interaccion entre las sefializaciones de
Reelina y Notch es requerida también para
la migracién y el posicionamiento neuronal
(Hashimoto-Torii et al., 2008). Es por tanto
concebible que la funcién de Reelina en el
compartimento proliferativo (neurogénesis)
subyazca a su requerimiento  post-
proliferativo (migracién), emergiendo la
posibilidad de que Reelina actue vinculando
ambos procesos, resultando mas bien una
sefial permisiva, antes que instructiva,
para la migraciéon celular. De hecho, los
resultados descritos en la primera parte de
esta Tesis Doctoral permiten sustentar un
modelo segtin el cual un mecanismo de bajo-
regulacion del receptor ApoER2 dependiente
de Reelina desacopla los progenitores
neurales corticales de las neuronas recién
generadas permitiendo asi la migracién de
estas ultimas (Uchida et al., 2009; Pérez-
Martinez et al, 2012). Los resultados
obtenidos en la segunda parte de esta tesis
(Pérez-Martinez et al., 2019, sin publicar)
describen como Reelina permanece activa
en los nichos neurogénicos remanentes del
cerebro adulto: mostramos que la cascada
de senalizacion bioquimica activada por
Reelina, resultante en la fosforilacién de
la proteina adaptadora intracelular Dabl,
ocurre en la zona ependimal/subependimal
de los ventriculos laterales que ubica a
las células troncales y otros progenitores
neurales donde, junto a su asociada y extensa
ruta migratoria rostral de neuroblastos,
se concentra la mas alta concentraciéon de
ApoER?2 funcional del cerebro adulto.

Los ratones mutantes carentes de
Reelina (reeler), ApoER2 o Dab1 exhiben un

prominente ensanchamiento del volumen
ventricular y una marcada hipercelularidad
de la RMS, particularmente en su aspecto
proximal. Mientras la ablaciéon genética
condicional de Dabl en las células
progenitoras neurales aumenta el volumen
ventricular e inhibe la migracion celular
desde la SVZ hacia la ruta migratoria rostral,
la expresion transgénica ectdpica de Reelina
en los progenitores neurales de mutantes
reeler normaliza el lumen ventricular y la
densidad de cilios ependimales, mejorando
en cambio la migracién de los neuroblastos;
consistentemente, lainfusion intraventricular
de Reelina recombinante en mutantes reeler
también afecta la migracion de neuroblastos,
indicando que Reelina actia desde el
liquido cefalorraquideo. Estos resultados
demuestran que, la sefializacion de Reelina,
no solo permanece activa, sino que ademas
resulta necesaria y suficiente para modular el
nicho neurogénico EZ/SEZ/RMS.

Un extenso plexo vascular corre
paralelo a la EZ/SEZ y un especializado
pie terminal en el proceso basal de los
progenitores troncales neurales (células B)
les permite interactuar estrechamente con
las células endoteliales vasculares (ECs). De
hecho, las ECs, y probablemente factores
derivados de la circulaciéon sanguinea,
sostienen la proliferaciéon y renovacion de
los progenitores de la EZ/SEZ in vitro (Shen
et al., 2004). Conglomerados de células B
y progenitores celulares intermedios estdn
asociadosconregionesdelosvasossanguineos
donde la barrera hematoencefalica (BBB)
parece tener fugas (Tavazoie et al., 2008).
Factores derivados de la sangre pueden
asi acceder directamente a las células B e
IPCs y regular su proliferacién (revisado en
Fuentealba et al., 2012). Reelina no sélo esta
presente en la sangre (Smalheiser et al., 2000;
Underhill et al., 2003; Tseng et al.,, 2010),
sino en las propias ECs que forman los vasos
sanguineos (Ikeda y Terashima, 1997; Pérez-
Costas et al., 2015). Recientemente el grupo
de Amparo Acker-Palmer ha reportado
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que, durante el desarrollo cortical, Reelina
posee propiedades angiogénicas. ApoER2 y
Dabl expresados en las células endoteliales
son necesarios para la vascularizacion de la
corteza cerebral. La eliminaciéon de Dabl en
las ECs afecta tanto la funcionalidad de la
BBB como la migracién y el posicionamiento
neuronal. Sin embargo, no encontrando
afectado el numero de glias radiales o de
células progenitoras intermedias, los autores
consideran que los defectos migratorios
neuronales no resultan consecuencia de
defecto neurogénico alguno (Segarra et al.,
2018). Permanece por demostrar si Reelina
podria actuar sobre las células endoteliales
en la EZ/SVZ regulando las propiedades
de barrera de la unién neurovascular y, en
tal caso, a qué funcién podria servir dicha
regulacion.

Ladinamicaycomposicién molecular
del liquido cefalorraquideo resultan objeto
de renovado interés, particularmente en la
medida en que éste también emerge como un
componente clave en la regulacion del nicho
neurogénico EZ/SVZ (revisado en Lun et
al., 2015; Guerra et al.,, 2015). La presencia
de Reelina en el LCR del cerebro adulto
ha sido documentada por nuestro grupo
(Saez-Valero et al., 2003) y posteriormente
confirmada por otros (e.g., Ignatova et al.,
2004; Guldbrandsen et al., 2014; Macron
et al, 2018). Diversos mecanismos estan
implicados en la compleja dinamica del
LCR (revisado en Iliff et al., 2013; Hladky y
Barrand, 2014). Uno de ellos, el movimiento
orquestado de los cilios ependimales de la
pared ventricular provoca un flujo laminar
supraependimal de aproximadamente 200
um de espesor (Worthington y Cathcart,
1966; Cifuentes et al, 1994; Siyahhan et
al., 2014). Se ha observado que este tipo de
movimiento no sélo resulta necesario para
el flujo normal del liquido cefalorraquideo
en el ventriculo lateral, sino también para la
formaciéon de gradientes de concentracion
de moléculas contenidas en el fluido y para
la migracién direccional de los neuroblastos

que corre pareja a dicho flujo (Sawamoto
et al., 2006). Ademas, multiples evidencias
relacionan las alteraciones ciliares y de la
polaridad planar de los ependimocitos con
la distension ventricular y el hidrocéfalo
(revisado en Jiménez et al., 2014; Ohata y
Alvarez-Buylla, 2016).

Nuestros resultados implicando a la
actividad de Reelina en el mantenimiento de
la integridad del manto ciliado ependimal/
volumen ventricular y la regulacién de la
neurogénesis/migracion de los neuroblastos
resultan consistentes con dichas observacio-
nes.

Por otra parte, la pequena superficie
apical de las células B esta en contacto directo
con el LCR cuyos factores en soluciéon pueden
modular la conducta de estos progenitores
troncales (Lehtinen et al., 2011; Zappaterra et
al., 2007). Ademas, al igual que hacen la glia
radial y las células neuroepiteliales durante
el desarrollo embrionario, la gran mayoria
de las células B contactan el ventriculo
mediante pequenos procesos apicales que
contienen un unico cilio primario (Mirzadeh
et al., 2008; Shen et al., 2008). Este cilio
primario bien podria integrar directamente
sefiales activadas desde moléculas presentes
en el LCR (revisado en Fuentealba et al.,
2012). Y en otro orden de cosas, las propias
células ependimales (que rodean los
procesos apicales de las células B), principal
interfaz entre el liquido cefalorraquideo y
el parénquima cerebral, estain unidas entre
si por “gap junctions”, un tipo de conexion
intercelular que no proporciona una
restriccion severa a la difusion de moléculas
entre ambos compartimentos (Whish et
al., 2015). E intrigante resulta sin duda la
deteccion de ApoER2 y VLDLR (asi como
la de Notch y algunos de sus ligandos)
en el propio liquido cefalorraquideo
(Guldbrandsen et al., 2014; Macron et al,,
2018). Tal vez su presencia pueda estar
relacionada con la liberacion de particulas
extracelulares de membrana (prominina/



CD133+) desde células progenitores neurales
y otras células epiteliales al LCR (Marzesco
et al., 2005; Huttner et al., 2008). Pero, ;de
dénde procede entonces la Reelina del LCR
adulto? Se sabe que muy probablemente no
deriva de la sangre sino del CNS (Ignatova
et al., 2004; Aasebg et al. 2014). Por otra
parte, si bien su expresion resulta detectable
durante el desarrollo embrionario (Lein et
al., 2007; Johansson et al., 2013, 2014), no se
encuentra Reelina en el secretoma del plexo
coroideo del ventriculo lateral, clasicamente
considerado un productor primario del
LCR y recientemente revelado como un
componente clave del nicho EZ/SVZ adulto
(Silva-Vargas et al., 2016). Sin embargo,
es posible que Reelina alcance el nicho
neurogénico EZ/SVZ tras ser secretada
al liquido cefalorraquideo desde alguno
otro o6rgano circunventricular (CVO). Por
ejemplo, el 6rgano subfornical, situado sobre
la superficie ventral del férnix cercano al
foramen de Monro que interconecta los
ventriculos laterales con el tercer ventriculo,
expresa fuertemente Reelina (Lein et al.,
2007). Considerado tradicionalmente un
CVO sensorial, recientemente se ha revelado
su capacidad secretora (Agassandian et al.,
2017). También expresa Reelina el 6rgano
subcomisural (SCO), localizado en la
region dorsocaudal del tercer ventriculo, a
la entrada del acueducto cerebral (Lein et
al., 2007). Se sabe que el SCO secreta SCO-
espondina, transtirretina y el factor basico
de crecimiento de fibroblastos (BFGF),
proteinas que participan en diversos
aspectos de la neurogénesis tales como la
proliferacion de los progenitores troncales y
la diferenciacién neuronal, incluida la guia
axonal. Algunos compuestos solubles no
identificados secretados por el SCO han sido
detectados en el ventriculo lateral (Guerra
et al., 2015). En términos estructurales,
la principal secrecion del SCO, SCO-
espondina, pertenece a la superfamilia TSR
(thrombospondin type I repeat), que incluye
a F-espondina y tromboespondina-1 entre
otras proteinas (Adams y Tucker, 2000).

Reelina posee un dominio homologo al
terminal N de F-espondina (Ranaivoson et
al., 2015) y a su vez la proteina F-espondina
es capaz de interaccionar, a través de sus
dominios TSR, con ApoER2 (Hoe et al.,
2005).

Asimismo, tromboespondina-1
(TBHS-1) puede interaccionar con ApoER2
y VLDLR; se ha propuesto que TBHS-
1 estabiliza las cadenas de precursores
neurales derivadas de explantes de la zona
subventricular (Blake et al., 2008), sin
embargo su funcién in vivo permanece
por esclarecer. Interesantemente, la falta de
funcién secretoria del 6rgano subcomisural
es una caracteristica comun en diversos
modelos animales de hidrocefalia (Meiniel,
2007), clasicamente definida como una
distension del sistema ventricular resultante
de una activa acumulaciéon de liquido
cefalorraquideo. ~ Multiples  evidencias
asocian el hidrocéfalo con una neurogénesis
anormal; los resultados mas recientes
implican a las alteraciones neurogénicas
antes que a la acumulacion activa de LCR
en su patogénesis (Furey et al., 2018). En
cualquier caso, e independientemente de
dénde procedala Reelina del LCR del cerebro
adulto, existe un sugerente paralelismo entre
dicha asociacién causal y nuestros propios
resultados indicando que la inhibicion de la
actividad de Reelina sobre el nicho EZ/SVZ
provoca alteraciones que comprometen tanto
la neurogénesis como el volumen ventricular.

Con todo, nuestras observaciones en
el cerebro adulto resultan consistentes con
un modelo segun el cual, actuando desde
el liquido cefalorraquideo Reelina controla,
a través de ApoER2 y Dabl, la integridad y
funcionalidad del epéndimo ventricular, la
conducta de los progenitores celulares de la
EZ/SVZ, regulando finalmente la produccion
y migraciéon de los neuroblastos via RMS
hasta el mismo centro del bulbo olfatorio.
Puede resultar menos evidente, pero en
nuestra opinién, dicho modelo no resulta
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inconsistente con el previamente propuesto
para el desarrollo embrionario de la corteza
cerebral. De hecho, el requerimiento de
una bajo-regulacion de ApoER2 en los
neuroblastos a lo largo de la RMS en los
ratones silvestres es claramente deducible de
la mayor intensidad de ApoER2 funcional
observada en el mutante reeler. Teniendo
en cuenta que los neuroblastos mientras
transitan la RMS no han abandonado el
ciclo celular, es decir no constituyen una
poblacion  enteramente  post-mitdtica,
dicha bajo-regulacién en ningun caso
alcanzaria los minimos observados en la

placa cortical embrionaria. Sin embargo, una
vez que los neuroblastos alcanzan el centro
del bulbo olfatorio podria requerirse una
bajo-regulacion completa de ApoER2 que
capacitase o permitiese (tal vez por senales
distintas a Reelina) la migracion radial de
las interneuronas olfatorias producidas
en el nicho neurogénico adulto. Sin mas
especulacion, no habiendo sido objeto de esta
Tesis Doctoral, la consistente deteccion de
ApoER?2 funcional en el nicho neurogénico
de la zona subgranular del giro dentado
hipocampal adulto merece una investigacion
por si misma.



CONCLUSIONES

El desarrollo y extensa validacion de AP-RR36, una proteina de fusion
resultante de la combinacion entre la fosfatasa alcalina y los dominios
de repeticion 3 a 6 de Reelina (constituyentes de su principal unidad de
acoplamiento a receptores), pone a disposicion de la comunidad cientifica
una herramienta altamente sensible y de facil empleo que permite localizar
(y eventualmente cuantificar) la cantidad total de receptores funcionales
de Reelina, i.e. aquéllos que, en su forma madura, se encuentran en la
membrana plasmatica celular.

Durante el desarrollo, la precisa bajo-regulaciéon de los receptores
funcionales de Reelina enlas neuronas de proyeccion (corticalesy cerebelares)
implica que la accion primaria de Reelina tiene lugar en estadios celulares
tempranos y/o pre-migratorios. Consistente con esta nocion, en la corteza
cerebral, una expresion enriquecida de receptores funcionales de Reelina,
fundamentalmente ApoER2, se localiza en los procesos basales de los
progenitores neurales troncales (glia radial), en los progenitores neurales
intermedios, asi como en las neuronas locales recién generadas atin presentes
en la zona subventricular/zona intermedia. Ademas,

La carga de ApoER2 en la membrana plasmatica determina la conducta
migratoria celular durante el desarrollo cortical. In vivo, la sobreexpresién
de ApoER?2 inhibe la migraciéon neuronal en ratones silvestres; en cambio, la
reduccién de niveles excesivos de ApoER2 en mutantes reeler (carentes de
Reelina), sea por su derribo genético o bien mediante la expresion ectopica de
Reelina en progenitores neurales, normaliza los niveles de Dab1, mejorando
a su vez la migracion y posicionamiento neuronal. Todo ello indica que,

Un mecanismo de bajo-regulacion de ApoER2 dependiente de Reelina
subyace a la orquestada separacion entre las células progenitoras
neurales corticales y su progenie neuronal, permitiendo o capacitando
la migracion de las nuevas neuronas de proyeccion desde sus lugares de
origen.

La actividad Reelina persiste en los nichos neurogénicos del cerebro
adulto. Consistente con esta nocién, la zona ependimal/subependimal
de los ventriculos laterales (con su asociada ruta migratoria rostral de
neuroblastos) y, en menor medida, la zona subgranular del giro dentado
hipocampal, concentran la mayor abundancia de receptores funcionales de
Reelina, fundamentalmente ApoER2, ademds de Dabl. De hecho, Reelina
funciona sobre el nicho neurogénico del ventriculo lateral fosforilando
Dabl. Ademas,
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6.

Actuando desde el fluido cerebroespinal Reelina sustenta, via ApoER2/
Dabl, el nicho neurogénico del ventriculo lateral en el cerebro adulto,
habilitando la migracion en cadena, atn restringiendo la diferenciacion,
delos neuroblastos en ruta hacia el bulbo olfatorio. Asi, los ratones carentes
de Reelina, ApoER2 0 Dab1 exhiben fenotipos comparables (ensanchamiento
ventricular e hipercelularidad de la ruta migratoria rostral de neuroblastos,
particularmente en su regioén proximal). La ablacién condicional de Dabl
en las células progenitoras neurales de ratones silvestres afecta el lumen
ventricular e inhibe el despeje de los neuroblastos de la zona subventricular;
en cambio, la expresion ectopica de Reelina en los progenitores neurales
de mutantes reeler normaliza el lumen ventricular, la densidad de cilios
ependimales y la corriente de neuroblastos; la infusién intraventricular de
Reelina recombinante en estos mismos mutantes re-direcciona el movimiento
de los neuroblastos. Tomados en su conjunto, nuestros resultados revelan
que,

Tomados en su conjunto, nuestros resultados apuntan a quela sefializacion
mediada por Reelina conforma una maquinaria maestra que, de forma
universal y simple, regula los diversos aspectos de la neurogénesis,
tanto durante el desarrollo cerebral embrionario como en los nichos
neurogénicos remanentes en el cerebro adulto.
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Adenda 1

Via de sefializacion de Reelina

La unién de homodimeros de Reelina a los receptores ApoER2 (receptor 2 de la apoliproteina
de la membrana plasmatica) y VLDLR (receptor de lipoproteina de muy baja densidad)
provoca que los mismos se agrupen, hecho que induce la fosforilacién del adaptador
intracelular Dab1 (Disabled 1), inicidandose una cascada de senalizacidn a través de tirosina
quinasas y un recambio finamente regulado de Dab1 (Rice y Curran, 2001; Tissir y Gofhinet,
2003; Cooper, 2008). La fosforilacion de Dabl en respuesta a la unién de Reelina a sus
receptores, es mediada por miembros no receptores de la familia Src. Tras la union de Reelina,
los receptores se asocian (Strasser et al., 2004) causando la activaciéon de Fyn y Src (Arnaud
et al., 2003b; Bock y Herz, 2003), el cual a su vez fosforila Dab1 sobre residuos especificos
de tirosina (Ballif et al., 2004; Howell et al., 1999; Keshvara et al., 2001). Este suceso resulta
en la ubiquitinacién de Dabl, y su degradacion por via proteasoma (Arnaud et al., 2003a;
Suetsugu et al., 2004). Dab1 fosforilado (activo) puede interactuar con Lisl (Assadi et al.,
2003), PI3K y otros grupos de proteinas con el objetivo comun del control de la dindmica del
citoesqueleto, con lo que ello implica (transporte de vesiculas, migracidn celular). No es de
extrafar esta relacion entre Reelina y Lis1 puesto que la deficiencia de Reelina es la causa de
las malformaciones neuro-anatémicas en los ratones reeler (D’Arcangelo et al., 1995; Hong
et al.,, 2000) y en la lisencefalia del tipo Norman Robers en el hombre (Hong et al., 2000).
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Adenda 2

Nichos neurogénicos

Al nacer, las paredes de los ventriculos laterales todavia mantienen similitudes con la zona
ventricular presente en el neuroepitelio inmaduro. Estan compuestos principalmente de glia
radial, progenitores con cuerpos celulares cercanos a los ventriculos y un largo proceso radial
que contacta la superficie pial del cerebro (Hartfuss et al., 2001; Merkle et al., 2004). La glia
radial, que funciona como células madre neurales (NSCs) en el cerebro embrionario, generan
una gran diversidad de neuronas y células gliales en un corto periodo de tiempo (dias en el
ratén, semanas en el humano) para ensamblar el sistema nervioso central. Un selecto grupo
de glia radial se transforma entonces en subpoblaciones unicas de astrocitos (células tipo
B1, fase S de 4 horas, Ponti et al., 2013) que contintian funcionando como los progenitores
neurales primarios durante la vida juvenil y adulta de la zona ependimal/subependimal [EZ/
SVZ] (Merkle et al., 2004, 2007; Spassky et al., 2005). Sus cuerpos celulares se encuentran
generalmente inmediatamente por debajo de la zona ependimal pero tienen unos cortos
procesos que se extienden a través del epéndimo con pequenas terminaciones apicales (cilio)
que contacta con la luz del ventriculo y por tanto con el liquido cefalorraquideo (Mirzadeh
et al., 2008; Shen et al., 2008). Asi, este nicho germinal periventricular, referido como EZ/
SEZ, también incluye un compartimento que directamente contacta con el ventriculo, lo cual
recuerda a la zona ventricular (VZ) del embrion.

Estos astrocitos, mediante divisiones simétricas y asimétricas, dan lugar a
nuevos astrocitos y a los llamados amplificadores transitorios (célula tipo C, fase Sde 14 a 17
horas) (Malatesta et al., 2000, Noctor et al., 2001). A su vez, las células tipo C, mediante su
ultima mitosis, dan lugar a los neuroblastos migratorios (células tipo A, fase S de 9 horas),
futuras neuronas, aun inmaduras (Alvarez-Buylla y Lim, 2004, Ponti et al., 2013). A lo
largo de la vida adulta, estas células tipo A nacidas en la SVZ, recorren largas distancias
tangencialmente formando cadenas hacia el bulbo olfatorio a través de la via migratoria
rostral [RMS, rostral migratory stream, en inglés] (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Lois et al.,
1996; Carleton et al., 2003), una red de rutas interconectadas distribuidas a lo largo de la
pared del ventriculo lateral. Estas cadenas estan envueltas por los procesos de los astrocitos
subventriculares. En el nucleo del bulbo olfatorio, los mas de 30.000 neuroblastos diaros que
viajan por la RMS se dispersan radialmente, diferenciando a interneuronas que se integran
en las capas granular y periglomerular (revisado por Lled¢ et al., 2006).

De todos modos existen evidencias a favor de que el origen de la célula
madre en este caso pudiera ser también el ependimocito (Carlén et al., 2009). El otro nicho
neurogénico adulto esta localizado en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo
SGZ (Ming y Song, 2005; Zhao et al., 2008; Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009), no siendo
objeto de estudio de esta tesis.



Adenda 3

Vinculos neurogénesis - migracion neuronal

La migraciéon celular y la neurogénesis son procesos conectados muy estrechamente de
forma temporal, aunque se ha visto mediante el uso de diversas mutaciones que son procesos
separados. ;Donde se encuentra el vinculo entre ambos? Las funciones DUALES de los
factores bHLH acoplan la migracién con la neurogénesis, capacitando para migrar a las
nuevas neuronas. En el estudio recogido en Ge et al. 2006, se propone que los factores de
transcripcion proneurales bHLH (basic hélix-loop-helix) no sélo inician la diferenciacion
neuronal sino que ademas potencian la migraciéon celular. Mecanisticamente, los factores
bHLH regulan la expresién de genes criticamente involucrados en migracién, incluyendo
la bajo-regulacion de RhoA small GTPasa y la sobre-regulaciéon de doblecortina y p35,
los cuales, a su vez, modulan la actina y el ensamblaje del citoesqueleto de microtubulos,
capacitando a las nuevas neuronas para migrar. Durante la corticogénesis de los mamiferos,
uno de los primeros eventos que tienen lugar es la expresion de genes proneurales a través de
factores bHLH como Ngnl y Ngn2, que inician una cascada de activacién de genes bHLH
que a su vez lleva a la expresion de genes de diferenciacién neuronal terminal (Bertrand
et al, 2002; Ma et al., 1997). La mayoria de las neuronas no funcionan en sus lugares de
nacimiento y las nuevas neuronas generadas llevan a cabo a menudo migraciones radiales
y/o tangenciales bastante grandes.

Por otro lado, la neurogénesis y la migracion neuronal parecen ser de algiin modo
dos procesos distintos, porque existen mutaciones especificas tanto en genes de ratén y
de humano que afectan sélo uno de estos dos eventos, como es el caso de la heterotopia
periventricular humana, donde se encuentra mutado el gen filaminl (Fox et al., 1998; Fox
et al., 1999). Los genes bHLH podrian servir como vinculo entre los dos procesos porque
no solo activan la maquinaria neurogénica sino también genes involucrados en migracion.
Ademads, los genes bHLH regulan las maquinarias de neurogénesis y migracion mediante
mecanismos parcialmente distintos ya que se ha visto que, mutaciones en genes bHLH,
afectan especificamente s6lo a la migracion o sélo a la maquinaria neurogénica.
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Development/Plasticity/Repair

Downregulation of Functional Reelin Receptors in Projection
Neurons Implies That Primary Reelin Action Occurs at
Early/Premigratory Stages

Takayuki Uchida,' Atsushi Baba,' F. Javier Pérez-Martinez,” Terumasa Hibi,' Takaki Miyata,’ Juan M. Luque,?
Kazunori Nakajima,* and Mitsuharu Hattori'
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Reelin signaling is essential for correct development of the mammalian brain. Reelin binds to apolipoprotein E receptor 2 and very
low-density lipoprotein receptor and induces phosphorylation of Dabl. However, when and where these reactions occur is essentially
unknown, and the primary function(s) of Reelin remain unclear.

Here, we used alkaline phosphatase fusion of the receptor-binding region of Reelin to quantitatively investigate the localization of
functional Reelin receptors (i.e., those on the plasma membrane as mature forms) in the developing brain. In the wild-type cerebral
cortex, they are mainly present in the intermediate and subventricular zones, as well as in radial fibers, but much less in the cell bodies of
the cortical plate. Functional Reelin receptors are much more abundant in the Reelin-deficient cortical plate, indicating that Reelin
induces their downregulation and that it begins before the neurons migrate out of the intermediate zone. In the wild-type cerebellum,
functional Reelin receptors are mainly present in the cerebellar ventricular zone but scarcely expressed by Purkinje cells that have
migrated out of it. It is thus strongly suggested that Reelin exerts critical actions on migrating projection neurons at their early/premi-

gratory stages en route to their final destinations, in the developing cerebral cortex and cerebellum.

Introduction

Reelin is a secreted glycoprotein essential for brain development
(D’Arcangelo etal., 1995). When Reelin is deficient, migration of
many projection neurons such as pyramidal neurons in cerebral
cortex and Purkinje cells in cerebellum become aberrant, and
they eventually reside in abnormal positions (for review, see Tissir
and Goffinet, 2003). Reelin is highly expressed near where those
neurons target and/or stop: the marginal zone (MZ) in the devel-
oping cerebral cortex (D’Arcangelo et al., 1995; Ogawa et al.,
1995), and the nuclear transitory zone (NTZ) and the external
granular layer (EGL) in the developing cerebellum (Miyata et al.,
1996). Proposed functions of Reelin include stop, detach, per-
missive, attractive, and branch-inducing signals, but none of
these alone can explain all the phenotypes observed in the Reelin-
deficient mouse, reeler (Tissir and Goffinet, 2003; Soriano and
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Del Rio, 2005; Luque, 2007; Cooper, 2008). Reelin binds to apo-
lipoprotein E receptor 2 (ApoER2) and very-low-density lipopro-
tein receptor (VLDLR) (D’Arcangelo et al., 1999; Hiesberger et al.,
1999) and then induces tyrosil phosphorylation of an intracellular
protein, Dabl (Howell et al., 1999). Dab1 is then ubiquitinated
and degraded, which is necessary for correct layer formation in
the forebrain (Feng et al., 2007). Importantly, when and where
these reactions occur has not been fully elucidated because the pre-
cise localization of “functional Reelin receptors” (FRRs) (the re-
ceptors on the plasma membrane as fully mature form) is not
known, because ApoER2 and VLDLR undergo regulated and
complicated intracellular trafficking (D’Arcangelo et al., 1999;
Morimura et al., 2005; Hoe et al., 2008) (for review, see Stolt and
Bock, 2006).

Generally, it is not easy to ascertain the localization and total
amount of functional receptors to a certain ligand. RNA in situ
hybridization can be highly specific and sensitive, but it provides
no information on the subcellular localization of the protein and
may not even reflect the amount of mature protein. Immunohis-
tochemical analysis is often complicated by the cross-reactivity of
the antibody with other proteins and degraded products. Most
importantly, when there is more than one receptor molecule per-
forming similar functions, these techniques do not allow ascer-
tainment of their “total” amounts because the intensity of the
signals derived from different probes or antibodies cannot be
quantitatively compared or accumulated. In the case of Reelin
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Summary

Reelin and its receptor machinery are well known to be
required for the migration and positioning of neocortical
projection neurons. More recently, reelin has been shown both
necessary and sufficient to determine the rate of neocortical
neurogenesis. The molecular links underlying its seemingly
distinct proliferative and post-proliferative functions remain
unknown. Here we reveal an enriched expression of functional
reelin receptors, largely of Apolipoprotein E Receptor 2
(ApoER?2), in radial glia basal processes and intermediate
progenitor cells during mid/late cortical development. In vivo,
ApoER2 overexpression inhibits neuronal migration. In
contrast, precluding excessive levels of ApoER2 in reelin-
deficient cortices, by either ApoER2 knock-down or the
transgenic expression of reelin in neural progenitor cells,

improves neuronal migration and positioning. Our study
provides groundwork for the highly orchestrated clearance
of neocortical neurons from their birth site, suggesting that
a reelin-dependent ApoER2 downregulation mechanism
uncouples newborn neurons from progenitor cells, thereby
enabling neurons to migrate.

© 2012. Published by The Company of Biologists Ltd. This is
an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution Non-Commercial Share Alike
License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0).

Key words: Reelin, ApoER2, Dabl, Neurogenesis, Neuronal
migration, Mouse

Introduction

Excitatory long distance projecting neurons originate from neural
progenitor cells (NPCs) locally arranged in the ventricular (VZ)
and subventricular (SVZ) zones of the dorsal pallium. Newborn
postmitotic neurons migrate out from their birth sites in the basal
direction to form the cortical plate (CP), the cerebral cortex
anlage, where they end forming highly organized connections
within the cortex or with subcortical targets. The mechanisms
regulating NPCs proliferation also regulate total numbers of
neurons produced at specific developmental periods and destined
to a specific neocortical layer (Caviness et al., 2009). The
mechanisms underlying the tight spatiotemporal link between
neurogenesis and neuronal migration remain, however, less well
understood (Ge et al., 2006; Nguyen et al., 2006; Pawlisz et al.,
2008).

The gene mutated in reeler mouse encodes reelin, a
glycoprotein whose function is required for laminar positioning
of cortical neurons. Reelin, synthesized and secreted by Cajal-
Retzius cells in the marginal zone, is thought to deliver a signal to
young migrating projection neurons instructing them to reach
their right position. It is well established that reelin binding to
Apolipoprotein E Receptor 2 (ApoER2) or Very Low Density

Lipoprotein Receptor (V1dlr) induces phosphorylation of the
cytoplasmic adaptor protein Disabled 1 (Dabl), a tyrosine kinase
signal transduction cascade, and Dabl-regulated turnover.
Indeed, the reeler mice and the mutant null mice for Dabl or
for both ApoER2 and VIdIr show similar positioning defects
(Cooper, 2008; Rice and Curran, 2001; Tissir and Goffinet,
2003). However, despite numerous proposals (quite often
incompatible), a coherent model of reelin action to position
neurons does not yet exist (Luque, 2007). Reelin signaling
decoding is often assumed to occur exclusively in neurons but it
is even unclear whether neuronal migration per se is influenced
by reelin (Mayer et al., 2006). Cells in the VZ, where primary
NPCs reside, are indeed competent to respond to exogenous
reelin by phosphorylating Dabl and the reelin pathway is
normally activated in these cells at the preplate stage of
development. Likewise, ectopic expression of reelin in the VZ
of reeler mice promoted migration of a subset of neurons past the
subplate so rescuing preplate splitting during CP formation.
Nevertheless, reelin in the VZ was found not enough to establish
correct cortical lamination (Magdaleno et al., 2002). Moreover,
reelin receptors are much more abundant in the reeler CP,
suggesting that reelin induces their downregulation and that
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Summary

During development reelin sets the pace of neocortical neurogenesis enabling in turn
newborn neurons to migrate, but whether and, if so, how reelin signaling affects the
adult neurogenic niches remains uncertain. We show that reelin signaling, resulting in
Dabl phosphorylation, occurs in the ependymal-subependymal zone (EZ/SEZ) of the
lateral ventricles where, along with its associated rostral migratory stream (RMS), the
highest density of functional ApoER2 accumulates. Mice deficient for reelin, ApoER2
or Dabl exhibit enlarged ventricles and dysplastic RMS. Moreover, while the
conditional ablation of Dabl in neural progenitor cells (NPCs) enlarges the ventricles
and impairs neuroblasts clearance from the SEZ, the transgenic misexpression of reelin
in NPCs of reelin-deficient mice normalizes the ventricular lumen and the density of
ependymal cylia, ameliorating in turn neuroblasts migration; consistently,
intraventricular infusion of reelin reroutes neuroblasts. These results demonstrate that
reelin signaling persists sustaining the germinal niche of the lateral ventricles and

influencing neuroblasts migration in the adult brain.



Introduction

Neurogenesis in the embryonic and adult stages emerges like a continuous event as the
lineage of neural progenitor cells (NPCs) and the conservation of many intrinsic
signaling pathways are being revealed (reviewed by Kriegstein and Alvarez-Buylla,
2009; Ming and Song, 2011). The origin and characteristics of extrinsic signals might

still challenge this notion.

Radial glia during development and a subpopulation of radial glia-derived like-
astrocytes in the adult brain are regarded as the founder cells for most, if not all, neural
lineages in the central nervous system (CNS). These neural stem cells undergo distinct
modes of cell division, giving rise to the diversity of macroglial and neuronal cell types
in the CNS (reviewed by Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). Particularly, neural
cells do not function in their birth sites but undergo more or less extensive migrations.
Active adult neurogenesis largely occurs in two restricted regions of the forebrain, the
ependymal-subependymal zone (EZ/SEZ) of the lateral ventricles and the subgranular
zone (SGZ) in the dentate gyrus of the hippocampus. The EZ/SEZ in the wall of the
lateral ventricles constitutes the largest neurogenic niche of the adult mammalian brain
(reviewed by lhrie and Alvarez-Buylla, 2011). It contains multiple cell populations
including ependymocytes lining the ventricle and SEZ-astrocytes that are thought to
behave as neural stem cells (so-called type B cells). Type B cells give rise to actively
proliferating C cells that function as intermediate progenitor cells. C cells in turn
generate immature neuroblasts (type A cells) which migrate in chains through the rostral
migratory stream (RMS) to the olfactory bulb (OB) where they differentiate into
granular and periglomerular interneurons (Lois and Alvarez-Buylla, 1994; Doetsch et
al., 1999; Carleton et al., 2003; Brill et al., 2009). Type B and C cells are also closely
associated to blood vessels and to a nearby large extracellular matrix (Mercier et al.,
2002; Shen et al., 2008; Tavazoie et al., 2008). Type B cells retain important properties
of radial glial cells, considered in turn neural stem cells during brain development. For
example, their cell bodies are generally located just under the EZ cell layer but have
short processes that extend through the ependyma with small apical endings on the
ventricle contacting the cerebrospinal fluid (CSF) (Mirzadeh et al., 2008; Shen et al.,
2008). Thus, the SEZ can be regarded as a sort of displaced neuroepithelium.

Interestingly, neuroblasts migration parallels CSF flow and beating of ependymal cilia
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is required for normal CSF flow, concentration gradient formation of CSF molecules,

and directional migration of neuroblasts (Sawamoto et al., 2006).

The conservation of many intrinsic signaling pathways underlies the remarkable
similarity between embryonic and adult neurogenesis, although the origin and nature of
extrinsic signals might be different (reviewed by Ming and Song, 2011). A range of
morphogens, including Notch, many Ephrins and Eph receptors, growth factors,
neurotrophis, cytokines, neurotransmitters and hormones have been identified as major
extracellular players of adult neurogenesis (reviewed by Ming and Song, 2011; Zhao et
al., 2008; Jang et al., 2008). A rather limited knowledge exists of extracellular cues
controlling targeted neuronal migration during adult neurogenesis, or about the
molecular links connecting neurogenesis and migration. A few adhesion molecules
(such as Pl-integrin, PSA-NCAM and tenascin-R) and extracellular cues (such as
neuregulins and slits) are known to regulate the stability, motility, or directionality of
neuronal migration during EZ/SEZ neurogenesis (reviewed by Lledo et al., 2006; Ming

and Song, 2005).

The secretable glycoprotein reelin and its signaling machinery are well known to be
required for proper brain development, affecting neuronal migration and positioning of
several neuronal lineages. It is well established that reelin binding to Apolipoprotein E
Receptor 2 (ApoER2) or Very Low Density Lipoprotein Receptor (VIdlr) induces
phosphorylation of the cytoplasmic adaptor protein Disabled 1 (Dab1), a tyrosine kinase
signal transduction cascade, and Dabl-regulated turnover. Indeed, the reeler mice
(deficient in reelin) and the mutant null mice for Dabl or for both ApoER2 and VldIr
show comparable positioning defects (reviewed by Rice and Curran, 2001; Tissir and
Goffinet, 2003; Luque, 2007; Cooper, 2008). However, reelin does not function simply
as a positional signal. Rather, it appears to participate in multiple events critical for
neuronal migration and cell positioning (Magdaleno et al., 2002). Recently, we have
shown that during forebrain development reelin, acting upstream of Notch signaling, it
is both required and sufficient to determine the rate of neocortical neurogenesis
(Lakoma et al., 2011). Such interaction is also required for neuronal migration and
positioning (Hashimoto-Torii et al., 2008). Thus, the early function of reelin in the

proliferative compartment might underlie its post-proliferative requirement raising the



possibility that acts coupling neurogenesis and neuronal migration, perhaps akin to a
permissive rather than instructive signal for cellular migration. Indeed, a reelin-
dependent ApoER2 downregulation mechanism uncouples neocortical newborn neurons
from NPCs, thereby enabling neurons to migrate (Perez-Martinez et al., 2012).
Highlighting the difficulty to establish a coherent model of reelin function, a number of
studies has provided exceedingly contradictory evidence as to whether or not reelin
plays a role during adult neurogenesis and cell migration (Kim et al., 2002; Hack et al.,
2002; Won et al., 2006; Zhao et al., 2007; Heinrich et al., 2006; Andrade et al., 2007;
Gong et al., 2007; Simo et al., 2007; Blake et al., 2008; Massalini et al., 2009; Pujadas
et al., 2010; Courtes et al., 2011; Teixeira et al., 2012).

In the present study, we use both loss- and gain-of-function genetic approaches along
with in vivo and ex vivo assays to investigate reelin signaling in the adult brain. We seek
to reveal whether it persists by the germinal niche of the lateral ventricles. Ours results
show that reelin signaling remains active inside, and is necessary and sufficient to
modulate, the EZ/SEZ neurogenic niche. They suggest that cerebrospinal fluid reelin
acting upstream of ApoER2 and Dabl regulates the integrity and functionality of the
ventricular ependyma, the nearby NPCs, and eventually the differentiation and

migratory behavior of neuroblast through the RMS.
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Material and Methods
Mice

Heterozygous reeler mice were purchased from Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).
ApoER2-null and VidIr-null mice were a gift from Johannes Nimpf (University of Wien,
Austria) and were genotyped as described previously (Trommsdorff et al., 1999).
Nestin-reelin mice were a gift from Tom Curran (The Children’s Hospital of
Philadelphia, PA) and were genotyped as previously described (Magdaleno et al., 2002).

. CreERT?
Nestin™"

mice were a gift from Gordon Fishell (University of New York, NY) and
were genotyped as previously described (Balordi and Fishell, 2007). Dab-null mice
and conditional (floxed) Dabl (Dabl o/ ) mice were obtained and genotyped as described
elsewhere (Howell et al.,, 1997b; Pramatorova et al.,, 2008). Mutant mice
(Nestin™ ™" :Dab1°°) were generated by crossing homozygous conditional Dab/ mice
(Dab1°) with mice homozygous for the conditional Dab! allele and heterozygous for
the Nestin““*® allele (Nestin™“*®* : Dab1°°). All primers sequences, PCR conditions and
the expected sizes of PCR products are available upon request. Animals were handled

according to protocols approved by the European Union, NIH guidelines and the

Instituto de Neurociencias Animal Care and Use Committees.

Tamoxyfen and bromodeoxyuridine administration

Tamoxyfen (Sigma, St. Louis, MO) was prepared as a 25 mg/ml stock solution in corn
oil (C-8267; Sigma). For Cre induction and analysis of P60 Nestin““**":Dab17* mice,
tamoxyfen was administrated by intraperitoneal injection (5mg/35g of body weight)
every other day for a total of eight infections. After a break of 1 week, another round of
eight injections was administered. The recombination effectiveness of this dosage in

. CreERT?
Nestin™"

mice and the lack of appreciable short or long-effect of tamoxifen
exposure on proliferation in the E/SEZ have been previously shown (Balordi and
Fishell, 2007). Bromodeoxyuridine (BrdU; Sigma) was administrated intraperitoneally

at 100 mg/g of body weight.



Alkaline phosphatase-reelin in sifu staining

An alkaline phosphatase (AP)-fusion probe of the receptor-binding region of reelin
(repeats 3 to 6, AP-RR36) was generated as previously described (Uchida et al., 2009).
Validation of the probe, binding conditions and alternative staining procedures has been
also described (Uchida et al., 2009; Perez-Martinez et al., 2012). AP-RR36 in situ
binding was detected using AP substrates or by double immunofluorescence labeling of

AP along with several cell markers.

Immunohistochemistry

Immunostaining was performed as previously described (Lakoma et al., 2011). Primary
and secondary antibodies were acquired and diluted as indicated. Primary antibodies:
rabbit anti-human placental alkaline phosphatase (Abcam, 1:100), mouse anti-human
placental alkaline phosphatase (Abcam, 1:50), goat anti-doublecortin (Santa Cruz,
1:100), rabbit anti-GFAP (Dako, 1:500), rabbit anti-tyrosine hydroxylase (Pel-Freez,
1:1000), rabbit anti-calbindin (Swant, 1:10000), rat anti-BrdU (Serotec, 1:100), mouse
anti-reelin (G10, Abcam, 1:1000), rabbit anti-S100b (Dako, 1:400), rabbit anti-Dabl
(B3, 1:500, [Howell et al., 1997a; Luque et al., 2003]), mouse anti-CRE (Novagen,
1:500), mouse anti-Mash1 (BD Pharmigen, 1:500), mouse anti-phosphotyrosine (Sigma,
1:2000). Secondary antibodies: biotinilated-donkey anti-rabbit, biotinilated-goat anti-
rat, biotinilated-donkey anti-goat (Jackson Immunoresearch, 1:500), Cy3-donkey anti-
rabbit, Cy3-Goat anti-rat, Cy3-donkey anti-goat, Cy3-donkey anti-mouse, Cy2-donkey
anti-rabbit, Cy2-donkey anti-mouse (Jackson Immunoresearch, 1:200) and HRP-goat
anti-rabbit, HRP-goat anti-mouse (Jackson Immuno-research, 1:5000). Images were
captured on a Leica TCS SP2 AOBS inverted Laser Scanning Confocal Microscope.
Image J (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/), and Adobe Photoshop software were used for

image capturing and analysis.

Production of reelin

Recombinant reelin was produced using the mammalian expression construct pCrl,
encoding mouse reelin cDNA (D’Arcangelo et al., 1997), Cell culture and transfection

procedures have been previously described (Saez-Valero et al., 2003).
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Dab1 phosphorylation assay

Brains were harvested from P60 reeler mice. Two-mm thick coronal slices were
obtained and the E/SEZ at the striatal side of the lateral ventricles was microdissected
under a low-power dissecting microscope in ice-cold DMEM. Tissues were
homogenized in cell lysis buffer and precleared by short centrifugation. Anti-Dabl
immunoprecipitation was carried out from equal amounts of protein, and Dabl protein
levels and phosphorylation status upon reelin stimulation were determined as previously

described (Howell et al., 1999).

Ultrastructural analysis

For scanning electron microscopy, P60 wild type, reeler and reeler ne-reelin mice were
used. Briefly, the entire wall of the lateral ventricles was dissected as whole mount, and
fixed with 2.5% glutaraldehyde/2% paraformaldehyde overnight. The tissues were
incubated in 2% OsO4 for 1h, dehydrated with ethanol, and dried with a critical point
drier. After sputter coating with platinum, the mounted samples were examined with a

Hitachi S-4100 scanning electron microscope.

Intraventricular infusion of reelin

Recombinant reelin was produced and concentrated as previously described (Saez-
Valero et al., 2003). The concentrated protein (or mock) was infused using a mini
osmotic pump (Alzet model 2001) into the caudal region of the lateral ventricle of P60
wild type and reeler mice at the coordinate- 0.7mm, 1.2mm, 2.0mm (anterior, lateral,
depth coordinates relative to bregma). Five days later the brains were processed for

immunohistochemistry using anti-doublecortin antibodies.



Results

The EZ/SEZ and RMS contain the highest density of functional reelin receptors in
the adult brain.

To test whether or not the reelin pathway continues to be active in postnatal ages, it was
essential to know if there was a continuity in the expression of its functional receptors in
adult animals. For this reason, we carried out an analysis of its expression in the adult
brain using fusion protein AP-RR36 that we previously developed and extensively
validated in isolated cells and embryonic tissues (Uchida et al., 2009; Pérez-Martinez et
al., 2012). Even with the difficulty involved in handling fresh brain sections of 200 um
in thickness, the excellent resolution offered by the enzymatic development of this
technique made it possible to elaborate a rostral-caudal cartography of the expression of
FRR, from the olfactory bulb to the brainstem, including the cerebellum (Fig. X). Thus,
we clearly observed that the highest density of FRR in the adult brain in the two known
adult neurogenic niches, the ependymal/subependimal zone (EZ/SVZ) of the lateral
ventricles, including the rostral migratory stream (RMS), and the subgranular zone
(SGZ) of the dentate gyrus in the hippocampus. A diffuse staining was also observed in
the glomerular layer of the olfactory bulb, the medial habenular nucleus and the
molecular layer of the cerebellum (Fig. X). Moreover, the greatest contribution to this
signal in the neurogenic niches of the brain is due to ApoER2, as is clear when
analyzing the null mutants of this receptor, practically lacking staining except for a
diffuse signal in the glomerular layer of the olfactory bulb. Consistent with these results
are those obtained with the null mutants for the other canonic reelin receptor, VLDLR:
the wild-type-like staining of FRR throughout the brain but minimal in the cerebellum
(expression practically complementary to that of the mutant ApoER?2), allows confirm
that VLDLR is the main receptor present in this structure. On the other hand, the
staining of the AP-reelin probe shows a gradual increase as the genetic load of reelin
decreases. Thus, the signal observed in reeler brain is greater than in the heterocygotic
brain for reelin that, in turn, is greater than in the wild-type brain, which supports that,

in effect, reelin causes a down-regulation of the receptor.
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Functional ApoER2 is present in the main cellular compartments of the

EZ/SEZ/RMS neurogenic axis

By looking at the specific regions in which ApoER?2 is expressed in the brain, the next
objective was to determine which cell types of the neurogenic niche of the lateral
ventricles would be competent to respond to a signal triggered by reelin, as well as to
examine the localization of ApoER2 in the cellular components building up the RMS.
The combination of the in situ binding test of the AP-RR36 probe with the detection by
immunofluorescence, shows that, to a greater or lesser extent, all the cellular
subpopulations of the EZ / SEZ are again competent to receive reelin as a ligand, as
demonstrated by the colocalization of functional ApoER2 with specific markers for
ependymocytes (E-type cells) [S100B], subventricular astrocytes (including B-type
cells) [GFAP], transient amplifying cells (type C cells) [Mash1], neuroblasts (cells type
A) [DCX], as well as cells in full S phase of the cell cycle [pulse and hunting after 1
hour of injection with BrdU]. It is noteworthy that the highest colocalization in the
expression of ApoER2 occurs in the neuroblasts. Therefore, an embryo-adult continuity
is expressed in the expression of ApoER2 in the different cell lineages of the neurogenic

niche (Fig. 19).

As regards the components of the rostral migratory route, the neuroblasts (positive for
the doublecortin marker, DCX) consistently continue to express ApoER2, together with
the astrocytes (GFAP +) that make up the "tubes" through which they run and which
facilitate its migration through an adult environment. As previously described,
neuroblasts also carry out divisions along the RMS, from their birth in the EZ / SEZ
until they reach their destination in the different layers of the olfactory bulb (Menezes et
al., 1995). It is no less significant that these elements in division would also be

competent to respond to reelin (Fig. 20).

Reelin signaling remains active in the EZ/SEZ

Although ApoER2 is considered a promiscuous receptor, the indications that until now
we had to think that the signaling triggered by reelin was still active in the adult, were

more than enough to justify the following experiment.



Our group had observed that the adult reeler mutant showed an exaggerated ventricular
enlargement and a hyperplastic RMS. The cells of the EZ / SEZ / RMS are competent to
receive the reelin signal, that is, they express one of the canonical elements of the
signaling pathway, the ApoER2 receptor. In addition, the presence of the intracellular
adapter Dabl has been described in the RMS, another of the traditional components of
the pathway (Hack et al., 2002).

As is known, a condition that must be met for the reelin signal through its receptor to be
transduced is the phosphorylation of Dabl (Howell et al., 1999). During embryonic
development, we have shown that reelin, through a mechanism of low regulation of
ApoER2, promotes the new neurons dissociate from their parents and is able to
normalize the levels of Dabl on a reeler genetic background (Article 1). For all this and,
with the aim of checking if the reelin signaling pathway is still active in the adult brain,
we performed an ex vivo Dabl phosphorylation assay under reelin stimulation, using a

homogenate of cells extracted from the EZ as substrate. / SEZ of adult animals reeler.

The reelin fragment comprising the repeats 3 to 6 (RR36) recapitulates the vast majority
of the functions of the protein and is capable of triggering a signal (Jossin et al., 2004).
In order to continue with the line of experiments carried out so far, for carrying out this
phosphorylation assay of Dabl, the AP-RR36 fusion protein was used (although
previously and, with the same result, we had already done it with recombinant reelin,
generated in our laboratory by transfection of HEK293T cells). Once the incubation
time had elapsed, an immunoprecipitation of Dab1 was necessary to enrich the sample
with this protein, since an antibody that generically detects the phosphorylated tyrosine

residues would be used.

The results of this test show that, in effect, Dabl phosphorylation occurs after
incubation of EZ / SEZ cells with AP-RR36. The increase of the signal of the
phosphotyrosine band, together with the decrease of the Dab1 signal, consistent with the
beginning of its degradation, allows to affirm that the reelin signaling persists in the

adult EZ / SEZ (Fig. 21).
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Lack of function of reelin, ApoER2 or Dabl, but not of VLDLR, causes analogous
phenotypes in the lateral ventricles and RMS

The lack of function of reelin, ApoER2 or Dabl in mutants lacking these proteins,
causes hyperplasia of RMS (Andrade et al., 2007). Closely related to this structure are
the lateral ventricles of the adult brain. When analyzing the neuroanatomy of these
mutants, we observed that they precisely show an evident ventriculomegaly (increase in
ventricular size, Fig. 22B, C, E), but not the VLDLR mutant (Fig. 22D), which does not
exhibit phenotypic alteration of any of these structures (which supports that the main
receptor of reelin in the neurogenic niches of the adult brain, if not the only one, is

ApoER2).

Partial rescue of lateral ventricle integrity and neuroblast migration by ectopic

expression of reelin in NPCs of reeler mutants

To define the possible reelin function and its signaling pathway in the adult EZ / SEZ
system, we carried out a series of studies with genetically manipulated animals. In the
same way as in article 2, we used the ne-reelin transgenic mouse to evaluate the effect
of the reelin gain function on a wild background and in a rescue paradigm on a reeler
(reeler ne-reelin) adult background. The work in which this transgenic mouse is used for
the first time (Magdaleno et al., 2002) highlights the rescue of foliation of the
cerebellum in reeler ne-reelin animals, with the consequent disappearance of the ataxic
phenotype, although they indicate that the lamination cortical is not recovered,
something that actually, as we saw, does occur (article 2). The analysis of the
expression of ectopic reelin in the adult, now provides a key information to deepen the

understanding of the reelin function.

The protein expressed ectopically by the neural progenitors of the EZ / SEZ (nestin
promoter) on a reeler background causes a normalization of the ventricular size (Fig.
22B, F) and a recovery of the density of ependymal cilia, analyzed by microscopy.
scanning electronics (Fig. 23). The graphic representation of the values obtained by
means of software shows the statistically significant differences between the ventricular

size of the reeler mutants, Dab1 and ApoER?2 (Fig, 22G, columns in red).



Conditional ablation Dab1 in NPCs impairs neuroblast clearance from the SVZ

To address this issue from the opposite side, we decided to carry out a conditional
ablation of Dab1, since this protein is expressed in the RMS and both in the embryonic
radial glia (Luque et al., 2003) and in the adult EZ / SEZ (Hack et al., 2002), which
would provide data that would complement perfectly with those we had obtained with
gain-of-function experiments. For this, we made use of the CRE-lox system induced by
Tamoxifen and thus cause the interruption of reelin signaling in progenitors, since it
provides the possibility of selecting the place and the moment in which we wish to
eliminate the gene of interest, Dabl in this case. Through crosses between the line of
transgenic mice nestin-CREERT2 (expression of the enzyme CRE recombinase under
the nestin promoter, Balordi and Fishell, 2007) and the floxed-Dabl line (the loxP
targets of the enzyme flank the Dabl gene; Pramatarova et al., 2008; Teixeira et al.,
2012), we provoke the conditional ablation of reelin signaling in the progenitors of adult

mice.

This ablation of Dabl in progenitors (Fig. 24A, B), produces an increase in the size of
the lateral ventricles (Fig. 24C, D) and impairs the abandonment of the neuroblasts of
the SEZ towards the RMS, accumulating (Fig. 24E- F), so it can be affirmed that this
phenotype observed in the mutants of the elements of the reelin signaling pathway is not
an event that depends on development. In this experiment alterations of the same
structures are observed and in the opposite direction to those caused by the presence of
ectopic reelin in the system.In Figure 24E and F we observed how the interruption of
the reelin pathway by the selective elimination of Dabl, results in an accumulation of
cells in the more caudal regions of the RMS. This result was obtained by performing a 3
day BrdU pulse and hunting experiment. Under normal conditions, a neuroblast that is
born in the EZ / SEZ takes about 3 days to migrate to the olfactory bulb through the
RMS. In this case, in the Dablflx / flx; CRE + mice, a dramatic increase in BrdU +
profiles was observed in the EZ / SEZ, which contrasts with those found in the Dabl +/
flx; CRE + mice, where the great majority of cells that incorporated BrdU have
abandoned their neurogenic niche to begin their long journey towards the olfactory
bulb. The genetic ablation of Dabl causes, therefore, a defect in the migration of

neuroblasts.
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In a complementary approach, we found the opposite effect in the transgenic reeler ne-
reelin brains. In this case, the accumulation of neuroblasts in the RMS observed in a
reeler, with the consequent migratory difficulty to reach the olfactory bulb, tends to
normalize in the presence of ectopic reelin in the system, recovering also the
morphology of the RMS in the nucleus. of the olfactory bulb, somewhat dispersed in a
reeler bulb (Fig. 25). From all this it can be deduced that one of the functions of reelin is

its contribution to the maintenance of adult neurogenic niche.

The effective ablation of Dabl after the application of Tamoxifen, is evident by
immunodetection of the protein in the RMS at the level of the olfactory bulb, but not in
more caudal regions such as in the area of the anterior commissure, the lateral ventricles
or the zone. subgranular of the hippocampus, these last places being neurogenic niches

where nestin is expressed with more intensity (Fig. 26).

The functioning of the nestin-reelin and nestin-CRE transgenes was examined by

immunofluorescence (Fig. 26).

Intraventricular infusion of reelin alters the migration of neuroblasts

Taken together, the previous results point to a reelin action in the maintenance of adult
neurogenic niches. The interruption of the reelin signaling pathway causes defects in the
migration of the neuroblasts, together with an alteration in the anatomy of the lateral
ventricles. In a further complementary approach, in an environment with excess reelin,
we used osmotic mini-pumps to administer recombinant reelin directly into the lateral
ventricle of adult reeler mice (Fig. 29A). The pumps were carefully implanted using
stereotaxic surgery and left to work for 5 days, releasing recombinant reelin at a rate of
Iul / hour. Subsequently, immunohistochemical techniques were performed to detect
Doblecortin + cells (neuroblasts). The infusion of control culture medium does not alter
the distribution of the neuroblasts (Fig. 29B), whereas the infusion of reelin affects the
migratory behavior of the neuroblasts on a genetic background lacking reelin, producing
a remarkable alteration in the usual location of the neuroblasts on the side ipsilateral to
that of the cannula insertion of the reelin pump (Fig. 29C, arrowheads in red).

Therefore, we can conclude that reelin influences the migration of neuroblasts in the



adult brain, and probably from the CSF, which in fact, as our group showed before,
contains it (Sdez-Valero et al., 2004), to such an extent that the cells competent to its
action flood areas such as the junction between the corpus callosum and the septal

nucleus.
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Discussion

Here we show that in the adult brain the reelin-activated biochemical-signaling cascade,
resulting in phosphorylation of the intracellular adapter Dab1, occurs in the ependymal-
subependymal zone (EZ/SVZ) of the lateral ventricles. We also show that the EZ/SEZ,
localizing stem cells and other neural progenitors, and its associated and extensive
rostral migratory stream (RMS) of neuroblasts, concentrate the highest density of
functional ApoER2 in the adult brain. Mutant mice lacking reelin (reeler), ApoER2 or
Dablexhibit a prominent widening of ventricular volume and a marked hypercellularity
of the RMS, particularly in its proximal aspect. The conditional ablation of Dabl in
neural progenitor cells of wild types increases the ventricular volume and inhibits cell
migration from the SVZ to the RMS. In contrast, the ectopic transgene expression of
reelin in the neural progenitors of reeler mutants normalizes the ventricular lumen and
the density of ependymal cilia, improving in turn the migration of neuroblasts;
consistently, the intraventricular infusion of recombinant reelin in reeler mutants also
affects the migration of neuroblasts, indicating that reelin acts from the cerebrospinal
fluid. These results show that reelin signaling not only remains active, but also is

necessary and sufficient to modulate the adult EZ/SEZ/RMS neurogenic axis.

The dynamics and molecular composition of cerebrospinal fluid (CSF) are the object of
renewed interest, particularly insofar as it also emerges as a key component in the
regulation of the neurogenic niche EZ/SVZ (reviewed in Lun et al., 2015). The presence
of reelin in the CSF of the adult brain has been documented by our group (Saez-Valero
et al., 2003) and later confirmed by others (eg, Ignatova et al., 2004, Guldbrandsen et
al., 2014; Macron et al. al., 2018). Various mechanisms are involved in the complex
dynamics of the CSF (reviewed in Iliff et al., 2013; Hladky and Barrand, 2014). One of
them, the orchestrated movement of the ependymal cilia of the ventricular wall causes a
laminar supraependimal flow of approximately 200 pum in thickness (Worthington and
Cathcart, 1966, Cifuentes et al., 1994, Siyahhan et al., 2014). It has been observed that
this type of movement is not only necessary for the normal flow of CSF in the lateral
ventricle, but also for the formation of gradients of concentration of molecules
contained in the fluid and for the directional migration of the neuroblasts that runs
parallel to said flow (Sawamoto et al., 2006). In addition, multiple evidences relate the

ciliary alterations and the planar polarity of the ependymocytes with the ventricular



distension and the hydrocephalus (reviewed in Jiménez et al., 2014; Ohata and Alvarez-
Buylla, 2016). Our results involving the activity of reelin in maintaining the integrity of
the ciliated mantle ependymal / ventricular volume and the regulation of
neurogenesis/migration of neuroblasts are consistent with these observations. On the
other hand, the small apical surface of the B cells is in direct contact with the CSF
whose factors in solution can modulate the behavior of these stem parents (Lehtinen et
al., 2011; Zappaterra et al., 2007). Moreover, as radial glia and neuroepithelial cells do
during embryonic development, the vast majority of B cells contact the ventricle
through small apical processes containing a single primary cilium (Mirzadeh et al.,
2008; Shen et al., 2008). This primary cilium could well integrate signals directly from
molecules present in the CSF (reviewed in Fuentealba et al., 2012). In another vein, the
ependymal cells themselves (which surround the apical processes of the B cells), the
main interface between the CSF and the brain parenchyma, are linked together by "gap
junctions", a type of intercellular connection that does not it provides a severe
restriction to the diffusion of molecules between both compartments (Whish et al.,
2015). Undoubtedly intriguing is the detection of ApoER2 and VLDLR (as well as that
of Notch and some of its ligands) in the cerebrospinal fluid itself (Guldbrandsen et al.,
2014; Macron et al., 2018). Perhaps its presence may be related to the release of
extracellular membrane particles (prominin/CD133+) from neural progenitor cells and
other epithelial cells to CSF (Marzesco et al., 2005; Huttner et al., 2008). Where does
the CSF reelin come from then? Most likely, CSF reelin is not derived from blood but
from the CNS (Ignatova et al., 2004, Aasebg et al., 2014). On the other hand, although
its expression is detectable during embryonic development (Lein et al., 2007; Johansson
et al., 2013, 2014), reelin was not found in the secretome of the choroidal plexus of the
lateral ventricle, classically considered a primary producer of CSF, and recently
revealed as a key component of the adult EZ/SVZ niche (Silva-Vargas et al., 2016).
However, it is possible that reelin reaches the neurogenic niche EZ/SVZ after being
secreted into the CSF from some other circumventricular organ (CVO). For example,
the subfornical organ, located on the ventral surface of the fornix near the foramen of
Monro that interconnects the lateral ventricles with the third ventricle, strongly
expresses reelin (Lein et al., 2007). Traditionally considered a sensory CVO, its
secretory capacity has recently been revealed (Agassandian et al., 2017). It also

expresses reelina the subcomisural organ (SCO), located in the dorsocaudal region of
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the third ventricle, at the entrance of the cerebral aqueduct (Lein et al., 2007). It is
known that the SCO secretes SCO-spondine, transtirretin and basic fibroblast growth
factor (BFGF), proteins that participate in various aspects of neurogenesis such as the
proliferation of stem progenitors and neuronal differentiation, including axonal
guidance. Some unidentified soluble compounds secreted by the SCO have been
detected in the lateral ventricle (Guerra et al., 2015). In structural terms, the main SCO
secretion, SCO-spondine, belongs to the TSR superfamily (thrombospondin type 1
repeat), which includes F-spondine and thrombospondin-1 among other proteins
(Adams and Tucker, 2000). Reelin possesses a domain homologous to the N-terminus
of F-spondine (Ranaivoson et al., 2015) and in turn the F-spondine protein is able to
interact, through its TSR domains, with ApoER2 (Hoe et al., 2005). Thrombospondin-1
(TBHS-1) can interact with ApoER2 and VLDLR and it has been proposed that TBHS-
1 stabilizes the chains of neural precursors derived from explants of the SVZ (Blake et
al., 2008), however, its function in vivo remains to be clarified. Interestingly, the lack of
secretory function of the SCO is a common feature in various animal models of
hydrocephalus (Meiniel, 2007), classically defined as a distension of the ventricular
system resulting from an active accumulation of CFS. Multiple evidences associate the
hydrocephalus with abnormal neurogenesis; the most recent results involve neurogenic
alterations rather than the active accumulation of CSF in its pathogenesis (Furey et al.,
2018). In any case, and independently of where the CSF reelina of the adult brain comes
from, there is a suggestive parallelism between this causal association and our own
results indicating that the inhibition of reelin activity on the EZ / SVZ niche causes

alterations that compromise both the neurogenesis as the ventricular volume.

It is well known that the activation of Notch signaling promotes and maintains the
character of neural progenitor, inhibiting neuronal differentiation. The Numb protein, on
the other hand, antagonizes the function of Notch during the division of neural
precursors (reviewed by Roegiers and Jan, 2004, Engler et al., 2018). The canonical
signaling of Notch is in fact very active in the neurogenic niche EZ / SVZ regulating the
maintenance of the stem neural progenitors (Imayoshi et al., 2010, Aguirre et al., 2010).
Although the precise mechanisms of regulation of the activity of Notch signaling in the
mouse EZ-SVZ are not known, it is known that some Notch ligands are expressed along

the same and both Deltal and Jaggedl have been detected in IPCs and also in



neuroblasts (Aguirre et al., 2010, Irvin et al., 2004, reviewed in Fuentealba et al., 2012).
Interestingly, the postnatal ablation of Numb / Numblike proteins in the EZ-SVZ causes
widening of the lateral ventricles as well as a marked hypercellularity of MSY (Kuo et
al., 2006), phenotypes coinciding with those described here for the deficiencies of
reelina, ApoER2 or Dabl. Consistently, overexpression of the activated intracellular
domain of Notch in the EZ-SVZ phenocopy the hypercellularity of the RMS; however,
the integrity and size of the lateral ventricles are not compromised, suggesting the
possibility that Numb regulation of ependymal integrity occurs through a mechanism
independent of Notch (Kuo et al., 2006). In contrast, a more recent study shows how the
ependymal cells are dependent on the canonical signaling of Notch, which actively
maintains the quiescence, phenotype and position of the same. The inhibition of Notch
signaling exclusively in the ventricular ependyma allows the reentry of ependymocytes
in the cell cycle and the production of neurons of the olfactory bulb, while the forced
signaling of Notch is sufficient to block the plastic response of the ependymal cells to
cerebral infarction (Carlén et al., 2009). Undoubtedly, Notch signaling has different
functions in the different cellular populations of the neurogenic niche of the lateral
ventricle. On the other hand, although the interaction between reelin and Notch
signaling is important for the modulation of neurogenesis and cell migration during
cortical development (Hashimoto-Torii et al., 2008; Lakoma et al., 2011), molecular
mechanisms precise have not yet been clarified. In fact, a hundred of genes are directly
regulated in vivo in cortical NSCs by the intracellular domain of Notch (NICD) and its
co-factor RPBJ. One of them is Dab1, whose transcription after the activation of Notch,
is not activated, but repressed (Li et al., 2012). Moreover, Numb and Dabl are
endocytic accessory proteins, capable of regulating the endocytosis and the subsequent
post-endocytic trafficking of their related receptors [such as Notch, TrkB, b-APP,
VLDLR and ApoER2] (Yap and Winckler, 2015). Since both proteins share the PTB
domain (Phosphotyrosine binding/NPXY binding region), the possibility of a cross
interaction and depending on the cellular context is not ruled out. A recent study
demonstrates how the inhibition of Notch signaling in the adult neurogenic niche of the
lateral ventricle results in the cells leaving the SVZ migrating towards the RMS more
rapidly than that observed in the control brains. In contrast, the overexpression of Notch
results in a greater proportion of cells being retained in the SVZ for longer than that

observed in the control brains (Piccin et al., 2013), a phenotype clearly similar to that
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described for conditional ablation of Dabl in this work. Also, the abundance of Notch
in the neuroblasts (PSA-NCAM+) located in the RMS, much lower in those that have
reached the OB, suggests that the activity of Notch can inhibit its premature
differentiation (Givogri et al., 2006). Again, a pattern of expression strongly reminiscent
of the here shown for the localization of ApoER2. Doubtless, it would be interesting to
explore if the interaction between reelin and Notch signaling persists in the

EZ/SVZ/RMS neurogenic axis of the adult brain.

The literature results of the manipulation of the PSA-NCAM glycoconjugate are also of
particular interest in our context. The poly-a2,8-sialic acid (PSA), a unique post-
translational modification of the neural cell adhesion molecule (NCAM), is strongly
linked to the development and neural plasticity. The elimination of PSA (by means of
the genetic ablation of its synthesizing enzymes), independently of NCAM, results in an
expansion of the RMS and a ventricular widening (Weinhold et al., 2005), phenotypes
comparable to those shown here for the absence of reelina, ApoER2 or Dabl. Also,
intrathecal administration of endoneuraminidase (endo N) [an enzyme that selectively
eliminates PSA] demonstrates that PSA not only promotes rostral tangential migration
of neuroblasts but also suppresses the differentiation thereof induced by NCAM. Said
differentiation, dependent on cell-cell contact, involves the activation of the mitogen-
activated protein kinase (MAPK) pathway (Petridis et al., 2004). In fact, as in our case
ApoER2, in the wild mice the low-regulation of PSA is evident once the neuroblasts
reach the OB to begin to migrate radially and differentiate. Interestingly, it has been
shown that reelin induces the separation of neuroblasts by migrating in chain from
explants of the SVZ (Hack et al.,, 2002) and that said effect also depends on the
activation of the MAPK pathway (Simo6 et al., 2007). In addition, the intraventricular
administration of endo N (and not the elimination of PSA by genetic manipulation)
causes a massive dispersion of neuroblasts in surrounding brain areas, including the
striatal region (Battista and Rutishauser, 2010); an effect certainly comparable to the
redirection of neuroblasts observed here after the intraventricular infusion of
recombinant reelin in reeler mutants. There is not known direct interaction between
reelin or ApoER2, with PSA or NCAM. However, PSA on NCAM is capable of directly
binding to bioactive molecules such as neurotrophins, neurotransmitters and growth

factors, involved in a wide variety of neural functions, thus regulating their extracellular



concentrations and signaling modes. In this way, PSA binds to the brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) and BDNF in the PSA chain can migrate to the TrkB and
p75NTR receptors (Sato et al., 2016). In turn, neurotrophins, including BDNF, are able
to regulate the proteolytic processing of ApoER2 by activating the Trk signaling
pathway (Larios et al., 2014). On the other hand, NCAM can interact heterophilically
with other cell adhesion molecules such as L1 (Horstkorte et al., 1993). A recent study
demonstrates the proteolytic cleavage of L1 by reelin, further indicating its relevance
for neuronal migration during cortical development (Lutz et al., 2017). It would be
equally interesting to explore if these transitive molecular interactions persist in the

EZ/SEZ/RMS neurogenic axis.

We propose that, acting through ApoER2 and Dabl, CSF reelin controls the integrity
and functionality of the ventricular ependymal, and the behavior of the cellular
progenitors in the EZ/SEZ; finally regulating the production, differentiation and
migration of the RMS neuroblasts at least up to the OB core. While admittedly less
obvious, this model is not ad odds with the one we previously proposed for the
embryonic development of the cerebral cortex (Pérez-Martinez et al., 2012). In fact, the
requirement for a down-regulation of ApoER2 in the neuroblasts along the RMS in the
wild mice is clearly deductible from the higher intensity of functional ApoER2
observed in the reeler mutant. Taking into account that the neuroblasts while transiting
the RMS have not left the cell cycle, that is, they do not constitute an entirely post-
mitotic cellular population, in no way ApoER2 down-regulation would reach the
minimum observed in the embryonic cortical plate. However, once the neuroblasts
reach the core of the OB, a complete down-regulation of ApoER2 could be required to
enable (perhaps by signals other than reelin) the radial migration of the olfactory
interneurons produced in the adult neurogenic niche. Finally, the consistent detection of
functional ApoER2 in the neurogenic niche of the subgranular zone of the adult

hippocampal dentate gyrus deserves further investigation.
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