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1. Lista de ABREVIATURAS

AB: péptido B amiloide (del inglés Amyloid-B)

ADAM: metaloproteasas y desintegrinas (del inglés A Desintegrin And Metalloproteinases)
ADN: Acido Desoxirribo/Nucleico

AICD: dominio Intracelular de APP (del inglés APP Intra Citoplasmic Domain)

AKT: proteina quinasa B (6 PKB)
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ApoER2: receptor tipo 2 de apolipoproteina (del inglés: Apolipoprotein E Receptor type 2)
APP: Proteina Precursora Amiloide (del inglés Amyloid Precursor Protein)

ARNm: Acido RiboNucleico mensajero

BACE: enzima de ruptura del sitio f de APP (del inglés Beta-site APP Cleaving Enzyme)
CAMKII: Calcio Calmodulina proteina quinasa Il

cdk5: quinasa dependiente de ciclina 5 (del inglés Cyclin Dependent Kinase 5)

crk: quinasa relacionada a Cdc. (del inglés Cdc-Related Kinase)

CTF: fragmento carboxilo terminal (del inlgés : C Terminal Fragment)

Dab 1: (del ingés Disabled type 1)

Dominio PTB: Dominio de unién a fosfo tirosinas (del inglés Phospho Tyrosin Binding

domain)
EA: Enfermedad de Alzheimer

EGF: factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermic Grow Factor)
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LDLr: receptor de: lipoproteina de baja densidad (del inglés Low Density Lipoprotein receptor)

LCR: Liquido CéfaloRaquideo

Lrp8: receptor de lipoproteina de baja densidad relacionado con la proteina 8 ( del inglés: Low

density lipoprotein receptor related to protein 8)

LIS1: complejo Lisencefalia tipo 1

LTP: Potenciacién a largo plazo (del inglés Long- Term-Potentiation)

MAP: proteina asociada a microtubulos (del inglés Microtubule Associated Protein)

MAP 1: proteina asociada a microtubulos tipo 1

MAP 2:proteina asociada a microtubulos tipo 2

MRN: resonancia magnética cerebral (del inglés Magnetic Resonance Neurography)
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PKB: proteina quinasa B (6 AKT) (del inglés Protein Kynase B)
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PP-2A: fosfoproteina fosfatasa 2A (del inglés Protein Phosphatase 2A)

PSEN(1-2): gen de la Presenilina (tipo 1y 2)

PSD-95: proteina de densidad post-sinaptica 95 (del inglés PostSynaptic Density protein 95)

sAPP: APP soluble (del inglés soluble Amyloid Precursor Protein)

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecilsulfato soédico. (del inglés

Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

SFK: familia de tirosina quinasas Src (del inglés Src Family of tyrosine Kinases)

SNC: Sistema Nervioso Central

SP: Espondina ( del inglés Spondin)

TACE: enzima convertidora del factor de necrosis tumoral a (del inglés TNF -Alpha

Converting Enzyme)

TNF: factor de necrosis tumoral (del inglés Tumoral Necrosis Factor)

tPA: Activador de plasmindgeno tisular (del inglés fissue Plasminogen Activator)

VLDLyr: receptor de lipoproteinas de muy baja densidad (del inglés Very Low Density
Lipoprotein receptor)
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Resumen

2. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es wuna enfermedad
neurodegenerativa que clinicamente esta caracterizada por un deterioro
progresivo de la memoria y de las habilidades cognitivas. Patolégicamente,
la enfermedad se caracteriza por la presencia de placas seniles a nivel
extracelular y ovillos neurofibrilares intracelulares. Los componentes de
dichas lesiones, el péptido amiloide AR, por parte de las placas, y la proteina
citoesquelética tau anormalmente fosforilada, en los ovillos, aparecen como
los efectores neurotéxicos que conducen a la pérdida progresiva de sinapsis

y neuronas.

En el cerebro adulto, los procesos involucrados en la formacion de la
memoria a largo plazo (LTP) y la plasticidad sinaptica estan regulados por la
glicoproteina reelina. Una vez secretada, reelina interacciona con sus
receptores ApoER2 y VLDLR, y activa una ruta de senalizacion intracelular
que determina la fosforilacion de diversas quinasas, entre las cuales se
encuentra, GSK-3pB la principal quinasa que interviene en la fosforilacién de
tau. En modelos transgénicos se ha demostrado que la falta de expresion de
la reelina promueve la fosforilacion de tau. Diversos estudios en humanos
también sugieren que bajos niveles de reelina se relacionan con la aparicion
de enfermedades mentales, pudiendo participar en el desarrollo de

disfunciones cognitivas moderadas y severas.

Nuestro grupo de trabajo es pionero en el estudio de la reelina en la
enfermedad de Alzheimer. El andlisis de esta glicoproteina en extractos de
cerebro humano de sujetos con Alzheimer, demuestra niveles elevados de
reelina tanto de proteina como de trascripto, respecto al de sujetos sin
patologia. Ensayos in vitro en lineas celulares tratadas con el péptido AR,
junto a estudios realizados con modelos de animales transgénicos de
Alzheimer con sobreexpresiéon amiloide, han permitido demostrar que la
presencia de niveles elevados de AB promueve un incremento en los niveles

de reelina. Resulta igualmente relevante que la reelina expresada en cultivos



Resumen

tratados con AR presenta una glicosilacién alterada, de manera semejante a
las glicoformas de reelina caracterizadas en el cerebro de sujetos con la EA.

Los trabajos de investigacion que se recopilan y dan lugar a esta Tesis
Doctoral se centran en el estudio de la reelina en cerebros de individuos
afectados por la EA. En estos trabajos, nuestro interés ha sido determinar si
la reelina presente en el cerebro humano con Alzheimer es biolégicamente
activa. Empleando modelos celulares en presencia del péptido AB hemos
producido glicoformas anomalas de la reelina que han resultado ser
ineficaces en formar dimeros de la proteina, forma activa en la que se une a
receptores y activa la ruta de sefalizacion. De este modo, la afinidad de
union de glicoformas de reelina, expresadas en presencia de AP, por su
receptor ApoER2 también se ve disminuida; lo que induce fallos en la
traduccidon de la senal, afectando al estado de fosforilacion de tau.
Correlacionamos estas alteraciones de reelina, observados in vitro, a los
caracterizados en el cerebro de sujetos con EA, en donde ademas de una
glicosilacion andmala, la reelina se asocia en formas oligoméricas distintas

de los dimeros activos que estan presentes en condiciones no patolégicas.

Ha sido también de nuestro interés investigar si el receptor ApoER2 esta
involucrado en la regulacion de la via de senalizacion de reelina, a través de
Su propio procesamiento. Se conocia ya que tras la uniéon a reelina y la
activacién de su cascada el receptor ApoER2 es procesado secuencialmente
por actividades a-secretasa y y-secretasa. El ultimo corte generado por y-
secretasa libera un fragmento soluble intracelular de ApoER2. Nuestra
investigacion nos ha permitido avanzar en la caracterizacién de éste
fragmento intracelular de ApoER2 y demostramos que se acumula en la
region nuclear, donde modula la actividad del promotor de la reelina,
disminuyendo los niveles de expresidén de esta proteina.

En una condicion patolégica, como la descrita en cerebros de sujetos de
Alzheimer, donde la reelina interacciona de manera ineficaz con su receptor,
es de esperar una menor generacion de fragmentos del receptor ApoER2,
que conllevaria una menor represion del promotor de la reelina. Esta

situacién promoveria el mantenimiento de unos niveles de reelina altos. Aun

-6 -
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queda por determinar por qué esta nueva reelina, expresada en un ambiente
de elevada presencia de AB, como en corteza de EA, presenta una
glicosilacion anémala y resulta biol6gicamente ineficaz en el desempeno de

su funcion.
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Introduccion. Capitulo 1

3. INTRODUCCION

CAPITULO 1: La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA), descrita por Alois Alzheimer en
1907, es una enfermedad neurodegenerativa cronica y progresiva, siendo la
principal causa de demencia en personas ancianas, con una prevalencia del
50-60% sobre el resto de las neuropatologias y con una incidencia que
aumenta exponencialmente con la edad (Blennow y col, 2006). A causa de
las consecuencias tanto epidemiolégicas como econémicas asociadas a ésta
neuropatologia, la EA tiene un gran impacto en la sociedad (Hampel y col,
2011).

La principal caracteristica de la enfermedad de EA es una pérdida progresiva
de la memoria. Al comienzo de la enfermedad, el paciente muestra
incapacidad para realizar las actividades cotidianas, asi como dificultades
para escribir y hablar, desorientacion espacial y una marcada reduccion en
la capacidad para resolver problemas. Estas deficiencias se van acentuando
con el progreso de la patologia. Normalmente la muerte sobreviene por
complicaciones secundarias a la enfermedad y al debilitamiento que

conlleva, como neumonia, embolia pulmonar o sepsis (Steele y col, 1990).

La sintomatologia que acompana a la EA se deriva del deterioro de la
neurotransmisién sinaptica en diferentes areas del sistema nervioso central
(SNC) (Selkoe, 1989). El proceso neurodegenerativo dafa en gran medida
todo el cerebro, aunque las regiones cerebrales especificamente afectadas
son el neocortex, el area entorrinal, el hipocampo, los nucleos amigdalinos,
el ndcleo basal de Meynert, el talamo anterior y los nucleos
monoaminérgicos del tronco encefalico (locus coeruleus y complejo del rafe).
Resulta evidente la atrofia cerebral de personas con EA con un rango de
edad semejante. En ellos se observa una pérdida de la masa cerebral de
cerca del 2-3% anual, comparado con el 0.4-0.5% observado en personas
ancianas sanas (Karas y col, 2004).
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1.1. Neuropatologia

Histol6gicamente, en el cerebro de una persona con Alzheimer se

pueden encontrar dos tipos de lesiones caracteristicas: los ovillos

neurofibrilares intraneuronales y los depédsitos de placas amiloides (también

denominadas neuriticas o seniles) presentes en regiones extraneuronales

(Figura 1). Durante décadas se ha interpretado que las alteraciones del

citoesqueleto celular y de las sinapsis, provocadas por estas lesiones, son la

principal causa de la progresiva muerte neuronal observada en el SNC de

personas con la EA.

1.1.1. Ovillos neurofibrilares

Figura 1.

Secciones de corteza prefrontal de sujetos
adultos control (A 'y D) y con la
enfermedad de Alzheimer (B'y C, E y F)
(se muestra un caso de 75 afnos). La
tincion de la proteina tau fosforilada (A, B,
C) y de péptidos B-amiloide (D, E, F)
permite observar las lesiones
caracteristicas de la EA: los ovillos
neurofibrilares intraneuronales (B 'y C) y la
acumulacién de placas amiloides (E y F);
mientras que en los sujetos controles (A'y
D) estas lesiones estan ausentes (un caso
de la misma edad que el Alzheimer). Los
recuadros muestran mayor magnificacion
con especial énfasis sobre las placas y
ovillos (escala 60 pm). Escala de las
figuras A-E: 600 ym; C y F: 10 pm.
Adaptacion de Moore y col, 2012.

Los ovillos neurofibrilares son inclusiones intracelulares constituidas por

filamentos, los cuales estan formados principalmente por la proteina

citoesquelética tau (Avila, 2000; Igbal y col, 2005) (Figura 1B y 1C). Tau es
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una proteina axonal que se asocia a microtubulos del citoesqueleto (MAP),
promoviendo el ensamblaje de la tubulina y estabilizando la estructura de los
de los microtubulos (Figura 2) mediante sus estados de fosforilacion
(Lovestone y Reynolds, 1997; Hartigan y Johnson, 1998; Cuchillo y col,
2008). El estado de fosforilacién de tau es el resultado del balance entre las
actividades de diferentes quinasas y fosfatasas. Dentro de la amplia cantidad
de quinasas que fosforilan a tau, GSK-3f (glucégeno sintasa quinasa-38) y
cdk5 (quinasa dependiente de ciclina 5) son las principales que actuan en el
SNC, y ambas estan asociadas con los estados de hiperfosforilacién de tau
observados en la EA (Pei y col, 1998; 1999).

La desfosforilacion de tau esta modulada por proteinas con actividad
fosfatasas, encontrandose principalmente las fosfatasas PP-1 y PP-2A. En
cerebros con la EA también se ha detectado una disminucién de la actividad
de estas fosfatasas (/gbal y Grundke-Igbal, 2008; Khatoon y col, 1994). La
fosforilacién anormal de tau no sélo la incapacita para unirse a tubulina y
promover la formacion de microtibulos, sino que ademas inhibe el
ensamblaje y desestabiliza a los microtubulos presentes (Figura 2 C). En
neuronas cerebrales de personas con la EA cerca del 40% de la proteina tau
anormalmente fosforilada esta presente en el citosol, sin polimerizar y
formando ovillos neurofilamentosos (Figuras 1(B-C) y 2 (D-E)) (Kopke y col,
1993). Esta propiedad tdxica también involucra el secuestro de la proteina
tau normal por parte de la proteina anémala, junto con el secuestro de otras
proteinas asociadas a microtdbulos neuronales como MAP1 y MAP 2
(Alonso y col, 1996; 1997).

La presencia de ovillos neurofibrilares afecta al transporte axonal y por tanto
a la funcionalidad sinaptica y la viabilidad celular. Los ovillos neurofibrilares
no son exclusivos de la EA, también pueden encontrarse en otros tipos de
demencia como la paralisis supranuclear progresiva, la enfermedad de Pick,
la demencia frontotemporal y alguna otra, que junto a la EA constituyen un
grupo de patologias conocidas todas ellas como taupatias (Hernandez y
Avila, 2007). Solo en la EA estas lesiones coexisten con las placas

amiloides.

-11 -
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Figura 2. En condiciones fisiolégicas, tau presenta un equilibrio entre sus formas
fosforiladas y desfosforiladas (A), que permite el ensamblaje y la estabilizacion de
microtlbulos, facilitando el transporte axonal (B). En condiciones patologicas, existe un
desequilibrio en las actividades quinasa/fosfatasa, que lleva a la forma de tau
hiperfosforilada (C). Tau hiperfosforilada tiene la capacidad de formar fibras, que se agregan
generando ovillos intracelulares neurotoxicos (D) y como consecuencia, se pierde el
ensamblaje de microtdbulos afectando a la actividad neuronal (E). Figura adaptada de
Johnson y Stoothoff, 2004

1.1.2. Placas amiloides

Otro tipo de lesiones que aparecen en los cerebros de los afectados por
la enfermedad son las placas amiloideas (Figura 1E y 1F). Estas lesiones
son depositos de péptidos amiloides, en cuya cercania se concentran
axones y dendritas distroficas, asi como astrocitos y microglia activada.

-12-
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El péptido amiloide (AB) es el producto del corte proteolitico que sufre la
proteina precursora del amiloide (APP), una proteina de transmembrana del

tipo | con un largo dominio extracelular y que presenta expresién ubicua.

El gen del APP esta localizado en humanos en el cromosoma 21, siendo
objeto de procesamiento alternativo. En cerebro se pueden encontrar sus
tres variantes que van de los 695 aminoacidos (las mas corta y abundante
en neuronas) a los 751 y 770 aminoacidos (Nalivaeva y Turner, 2013).

En el SNC el APP esta implicado en la regulacién del crecimiento de neuritas
durante el desarrollo (Herms y col, 2004), mientras que en cerebro adulto
estd involucrado en procesos de adhesion celular, neuroproteccién y
formacién de la sinapsis, y es capaz de modular la transcripcion de varios
genes (Raychaudhuri y Mukhopadhyay, 2007). Se han identificado varias
proteinas que interactian con el APP y que regularian su procesamiento y la
sefnalizacion intracelular. Por estas razones se considera que el APP podria
actuar como un receptor de la superficie celular (Zheng y Koo, 2011).

No obstante, una caracteristica del APP es su breve periodo de permanencia
en la membrana plasmatica, ya que es rapidamente procesado. Su
procesamiento esta regulado por la accion de enzimas del tipo proteasas, las
llamadas a- y B-secretasa, que actuan alternativamente produciendo largos
fragmentos solubles. El fragmento resultante, todavia anclado a membrana,
sera procesado a continuacion por la y-secretasa generandose fragmentos
mas cortos tanto a nivel extracelular, que incluyen al péptido AB, como
intracelular. La mayoria de estos fragmentos solubles presentan actividad

biolégica, como veremos a continuacion.

1.1.2.1. Las secretasas

a-secretasa: La actividad a-secretasa se ha identificado en diversas
proteasas del tipo desintegrinas y metaloproteasas (llamadas ADAMS) y
constituyen una gran familia de las cuales ADAM10 y ADAM17 (también
llamada TACE) son las que predominan en neuronas (Vingtdeux y
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Marambaud, 2012). Las enzimas con actividad a-secretasa son
mayoritariamente proteinas integrales de membrana, aunque también
pueden existir isoformas solubles (Zolkiewska, 2008). La a-secretasa actua
sobre una gran variedad de sustratos ademas del APP; como la familia de
receptores EGF y Notch, entre otros (Zhang y col, 2012). Su procesamiento
genera un ectodominio soluble, que en el caso de APP se denomina
fragmento soluble a o simplemente sAPPa.

B-secretasa: También llamada BACE1. Es una proteina de transmembrana
de tipo | con actividad aspartil proteasa. Presenta su sitio activo en el lado
luminar de la membrana plasmatica. El procesamiento del APP inducido por
BACE1 genera como producto un fragmento soluble llamado sAPPJ
(Marcinkiewicz y Seidah, 2000). Debido a que la B-secretasa esta implicada
en la generacion del péptido AB (ver la secciéon 1.1.2.2) su modulaciéon se
investiga activamente como estrategia terapéutica en la EA (Ghosh y col,
2012).

La BACE1 se encuentra altamente expresada en el SNC, principalmente en
las neuronas. Una deficiencia de BACE1 en modelos animales parece
vincularse con anormalidades en la funcién sindptica, lo que sugiere que
esta secretasa juega un papel importante en la funcién del SNC. Varios
sustratos de la BACE1 estan implicados en funciones sindpticas, como las
efrinas y las semaforinas, ente otras (Savonenko y col, 2008, Wang y col,
2008).

y-secretasa: La y-secretasa es un complejo enzimatico de cuatro proteinas
integrales de membrana (Wakabayashi y De Strooper, 2008). EI complejo y-
secretasa presenta, ademas del APP, mas de 90 sustratos identificados
hasta la fecha (Haapasalo y Kovacs, 2011; Lle6 y Saura, 2011). Sus
sustratos son siempre proteinas de transmembrana de tipo | que han sufrido
un corte previo por a- o P-secretasas. Los sustratos de y-secretasa no
presentan una secuencia especifica, sino requerimientos muy vagos, un
ectodominio corto (menor de 300 aminoacidos), y una regién intracelular
relativamente corta, siendo en el dominio de transmembrana donde se

produce el corte. Como resultado del procesamiento por la y-secretasa se
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liberan fragmentos proteicos bioloégicamente funcionales, tanto en el lado
luminar como el lado citoplasmatico de la membrana. La diversidad de sus
sustratos pone en evidencia la importancia biol6gica de la y-secretasa tanto
en etapas de desarrollo como también en la vida adulta.

En el caso de APP, el corte por la y-secretasa libera péptidos solubles
extracelulares, incluyendo el péptido AR (en la ruta denominada
amiloidogénica), asi como fragmentos citoplasmaticos (llamados AICD)

(Figura 4).

Las cuatro subunidades que constituyen el complejo de la y-secretasa son
indispensables para su actividad bioloégica (Figura 3), y se presentan en una
estequiometria 1:1:1:1 (Sato y col, 2007; Zhang y col, 2012; De Strooper y
col, 2012).

Estos componentes son:

» Las Presenilinas: Constituyen el centro catalitico del complejo y-
secretasa, existiendo dos homélogos en mamiferos (PS1 y PS2), que no
coexisten en el mismo complejo. Las mutaciones genéticas sobre las
presenilinas estan involucradas con la variante familiar de la enfermedad de

Alzheimer, como se discutira en el préximo capitulo.

Las presenilinas son proteinas de multipaso con 9 dominios de
transmembrana. Durante su maduracion, PS1 y PS2 son procesadas
generando, de manera semejante para ambas presenilinas, un fragmento N
terminal y C terminal. Esta endoprotedlisis es fundamental para su funcién,
porque una vez que la proteina estd anclada en la membrana, ambos

fragmentos forman la unidad catalitica con actividad aspartil-proteasa.

» Nicastrina es una glicoproteina de tipo I. Durante su maduracion, la
nicastrina cambia de conformacion e interactia con presenilina, lo que
permite el ensamblaje, la maduracién y la actividad del complejo y-

secretasa.

» Aph-1 presenta dos homélogos en humanos, Aph-1a y Aph-1b, que no

coexisten en el mismo complejo. Aph-1 interactia con la nicastina inmadura
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y con la presenilina. Al parecer, Aph-1 inicia el ensamblaje del complejo en el

reticulo endoplasmatico, actuando como una proteina de andamiaje.

> Pen-2 promueve la maduracién del complejo y-secretasa. Interactia con
la presenilina y promueve de este modo la endoproteolisis de la presenilina
activandola.

Complejo y-secretasa Figura 3. EI complejo -
secretasa lleva a cabo el
procesamiento de proteinas de
transmembrana del tipo |. El
complejo esta formado por
Aph1, presenilina (PS; ya sea
tipo 1 o 2), nicastrina (Nct) y
Pen2, con una estequimentria
1:1:1:1.  Presenilina es una
proteina de multipaso (recuadro)
y es la unidad funcional del
complejo, posee una actividad
aspartil-proteasa. Las
Cterminal | mutaciones sobre las
presenilinas estan asociadas
con la EA familiar. Estas influyen
en el procesamiento del APP
afectando las cantidades
relativas de ABy.4o/ AB1.40 (Figura
adaptada de Bergmans y De
Strooper, 2010).

Espacio
extracelular

Citosol

N-terminal

Como se comento, el complejo y-secretasa actia sobre sus sustratos sin
necesidad de una secuencia consenso de corte. Esta selectividad laxa
probablemente le permite procesar a sus sustratos a distintos niveles
generando péptidos de diferentes tamanos (Wakabayashi y De Strooper,
2008).

1.1.2.2. El procesamiento proteolitico del APP: formacion del péptido AB

El procesamiento del APP presenta dos rutas alternativas de
procesamiento que comienzan con la accion ya sea de la a-secretasa o de la
B-secretasa, y ambas culminan con la accion de la y-secretasa (Figura 4 A-
B).
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La ruta no amiloidogénica (Figura 4 A) se inicia con el procesamiento del
APP por la a-secretasa. Su corte genera una larga proteina soluble
denominada sAPPa y un fragmento carboxilo terminal de APP, llamado C83,
qgue permanece anclado a la membrana. A continuacién, la y-secretasa corta
el fragmento transmembrana C83 produciendo un pequefo fragmento
soluble llamado p3, de corta vida media y al que no se le conoce funcion
bioldgica, y un fragmento citoplasmatico llamado dominio intra-citoplasmatico
del APP (AICD), el cual actua como regulador transcripcional de genes tales
como la quinasa GSK-383, p53, entre otros (Von Rotz y col, 2004; Kimberly y
col, 2001).

En la ruta amiloidogénica (Figura 4 B) el procesamiento del APP comienza
con el corte generado por la B-secretasa y, de manera semejante a la ruta
no amiloidogénica, produce un largo fragmento soluble conocido como
SAPP@ (algo méas pequefio que sAPPa), mientras que el fragmento carboxilo
terminal que permanece anclado a la membrana, es llamado en este caso
C99.

El procesamiento de C99 por la y-secretasa produce el fragmento
intracelular AICD junto al péptido soluble extracelular AB. Aun queda por
aclarar si los fragmentos AICD generados por una via u otra presentan
actividades reguladoras diferentes.

Por tanto unicamente la ruta amiloidogénica, con la accion sucesiva de la B-
y la y-secretasa genera el péptido AB. Debido a que la y-secretasa presenta
un corte poco especifico, como se comento en la seccion previa, se pueden
encontrar en la naturaleza péptidos AR de diferentes longitudes (Weidemann
y col, 2002). La mayor parte de los péptidos AB circulantes tienen una
longitud de 40 aminodacidos y en menor proporcidén co-existen formas de 42y
43 aminoacidos (ABi.40, AB142 ¥ AB1.43 respectivamente), encontrandose
también aunque en menor cantidad, péptidos AR circulantes de 38, 39 e
incluso de 46 y 49 aminoacidos (Takami y col, 2009). Ademas, mediante
espectrometria de masas se han identificado gran numero de fragmentos
truncados de AB (Portelius y col, 2010).
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Figura 4. Rutas de procesamiento del APP. Mediante la ruta no amiloidogénica (A), el APP
es procesado por las secretasas a- y y-. El corte de la a-secretasa y la y-secretasa generan
fragmentos solubles extracelulares, el sAPPa y el fragmento p83 respectivamente. En la
ruta amiloidogénica (B) el APP es procesado secuencialmente por las secretasas B- y y-. El
corte del APP mediado por la B-secretasa genera el fragmento soluble sAPPB y
posteriormente el corte por la y-secretasa libera el péptido AB. En condiciones fisioldgicas
normales (C), los niveles del péptido AB estan modulados por procesos de degradacion. En
condiciones patologicas (D), las isoformas ABy4 promoverian fibrilacion generando
oligbmeros solubles, los cuales finalmente se agregarian formando las placas amiloides
presentes en el cerebro con la enfermedad de Alzheimer. Los fragmentos solubles sAPPa y
sAPPf estan involucrados en la regulacién de procesos cognitivos y de proteccidén neuronal.
En ambas rutas, la accion de la y-secretasa genera un fragmento intracelular AICD el cual
actta como regulador transcripcional. Imagen modificada de Thathiah y De Strooper, 2011.

De las isoformas de AP identificadas, ABi42 €s la que presenta mayor
toxicidad y propiedades fibrogénicas (Burdick y col, 1992; Younkin, 1995), y
al parecer es capaz de inducir un cambio en el plegamiento de otras
especies de AR (Jarrett y col, 1993). Asi, estos péptidos AR con una
conformacién alterada son propensos a agregarse en oligdbmeros
solubles(Figura 4 D), que van desde simples dimeros y trimeros a grandes
oligbmeros solubles, algunas veces referidos como Ligandos Difusos
Derivados de Amiloide. Los oligbmeros acaban por formar largas fibras

insolubles que se acumulan generando las placas amiloides (Figura 1Ey 1F)
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(Scheuner y col, 1993; Borchek y col, 1996). Sin embargo, en la actualidad
se conoce que son los agregados solubles los que resultan ser altamente
téxicos para las neuronas y alteran la sinapsis. En modelos murinos el
exceso de AP soluble disminuye el numero de las sinapsis y altera el
aprendizaje (Durakoglugil y col, 2009). No obstante, no todo el dano
asociado al amiloide necesariamente se deberia a la excesiva acumulacién
de estos agregados soluble de AB, ya que también se ha documentado en
neuronas acumulacion intracelular de péptidos AP, probablemente
consecuencia de endocitosis del AB o bien por endocitosis del APP desde la
superficie celular, y posterior procesamiento en el interior de endosomas y/o
lisosomas (Haass y col, 2012). En este ultimo caso, los productos del
procesamiento pueden re-secretarse o reternerse intracelularmente. La
acumulacion de agregados de AP intracelulares in vitro interrumpen la
estructura de las neuronas, alteran la sinapsis y afectan el transporte axonal
(Pigino y col, 2009; Tam y Pasternak, 2012). Se ha observado que incluso la
acumulacion de oligbmeros intracelulares puede provocar la ruptura de los
lisosomas llevando a la muerte neuronal (7Tam y Pasternak, 2012). Este
conjunto de eventos, podrian contribuir al progreso de la enfermedad

Si bien una produccion elevada de AR produciria efectos neurotoxicos, en
condiciones no patoldgicas el péptido AR se genera de forma constitutiva
durante el metabolismo celular, encontrdndose dicho péptido como una
especie circulante en plasma y en el liquido cefalorraquideo (LCR), tanto en
humanos sanos como en otros mamiferos (Haass y col, 1992; Seubert y col,
1992). En condiciones fisiologicas (Figura 4 C), los niveles de AP del cerebro
estan regulados por procesos de degradacion enzimatica, donde participan
la peptidasa degradadora de insulina, la neprilisina y otros miembros de su
familia (Carson y Turner, 2002); estas enzimas también determinan la
cantidad del péptido AR que atraviesa la barrera hematoencefélica (Tanzi y
col, 2004). No se descarta que fallos en los mecanismos de
degradacion/eliminaciéon del péptido AR también puedan contribuir al
desarrollo del Alzheimer.
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En condiciones no patoldgicas niveles adecuados de AB regularian distintas
funciones celulares, e incluso oligbmeros de ABi40 Y APBi42 a bajas
concentraciones podrian presentar efectos neurotréficos (Yankner y col,
1990), lo que corrobora que su papel funcional, y que sélo en exceso se

asocia a eventos de neurotoxicidad.
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CAPITULO 2: Desarrollo de la enfermedad de Alzheimer

2.1. La enfermedad de Alzheimer: Causas

Es bien conocido que la edad es el factor de riesgo mas importante
para la enfermedad. Sin embargo, existen otros factores que pueden influir,
como el estilo de vida, las lesiones cerebrales y otros asociados a la
obesidad, diabetes y enfermedades vasculares (hipercolesterolemia,
hipertension, arteriosclerosis, enfermedades coronarias, entre otras)
(Mayeux, 2003; Mortimer y col, 2003). También existen factores de riesgo
asociado a la carga genética, en la que se determinadas variantes alélicas y
polimorfismos se asocian a la probabilidad de desarrollar Alzheimer
esporadico. Aunque en su mayoria (mas de un 95%) la EA se corresponde a
la variante esporadica, se conocen mutaciones autosomicas dominantes en
tres genes, el APP, la PS1 y la PS2, que determinan una forma hereditaria
del Alzheimer de aparicion precoz y curso rapido que se denomina EA
familiar. Aunque la EA familiar es una entidad distinta de la esporadica que
requiere distintas estrategias de intervencion, la identificacion de los genes
asociados a la misma ha permitido clarificar algunos mecanismos que estan

implicados en la EA esporadica.

2.1.1. Alzheimer esporadico

La forma de Alzheimer mas comun es la que surge de manera
esporadica y suele expresarse en edades avanzadas, esto es, por encima
de los 65 anos. En el Alzheimer esporadico existe un patron complejo donde
los factores de riesgo genéticos contribuyen conjuntamente con los factores
ambientales, por lo que resulta mucho mas dificultoso identificar los locus
relacionados con el Alzheimer esporadico. En 1993, dos grupos
independientes reportaron una asociacion entre el gen de apolipoproteina E
(ApoE) y la EA (Corder y col, 1993; Poirier y col, 1993). ApoE es la proteina

vinculada al metabolismo y transporte de lipidos en el SNC. En condiciones
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patologicas el ApoE puede participar en los procesos de fibrilacién de Ap,
asociandose con la formacion de placas neuriticas (Holtzman y col, 2000). El
gen APOE esta situado en humanos en el cromosoma 19 y codifica para tres
variantes alélicas o isoformas proteicas: Apoe2, Apoe3 y Apoe4. Diversos
estudios han mostrado que la presencia del alelo ¢4 aumenta el riesgo de
padecer la EA, siendo este tres veces mas alto en heterocigotos y 15 veces
mas en homocitgotos, en comparacién con personas que no portan este
alelo (Strittmatter y col, 1993; Corder y col, 1993). Si bien se han detectado
mas genes relacionados con el riesgo de padecer la EA (Tanzi, 2012;

véase también AlzGene: http.//www.alzgene.org/TopResults.asp ), no se ha

identificado ningun otro que contribuya de forma tan directa al desarrollo de
la EA como el gen APOE.

2.1.2. Alzheimer Familiar y mutaciones asociadas

Los precedentes familiares pueden determinar la aparicion de la EA
del tipo familiar, presentando una herencia del tipo autosémico dominante y
manifestandose a edades tempranas, esto es, antes de los 60 afos (es
conveniente aclarar que no todas las “formas tempranas” de la enfermedad
se deben a causas genéticas). Desde el punto de vista genético las
mutaciones que estan implicadas en el desarrollo de la EA familiar estan
asociadas siempre a la formacion de oligdbmeros de AB (Campion y col,
1999).

Los estudios sobre la trisomia 21 permitieron establecer el vinculo entre la
disposicién genética y la patologia de Alzheimer, ya que las personas con
sindrome de Down desarrollan neuropatologias que resultan indistinguibles
de la EA entre la cuarta y quinta década de sus vidas (Mann y col, 1984;
Wisniewski y col, 1985). En la década de los 80, se descubridé que el gen de
la proteina APP esta localizado en el cromosoma 21 (Goate y col, 1991), y
que un aumento en la dosis génica debida a la trisomia esta acompanado de
un incremento en los niveles proteicos de APP que favoreceria la mayor

produccion de AR, el desarrollo y el depdsito de las placas neuriticas a
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edades tempranas, como se observa en personas con el sindrome de Down
(Mann, 1988; Tanzi y col, 1987).

Una gran parte de las mutaciones identificadas sobre el gen del APP estan
implicadas en las formas familiares de la EA, y se heredan de una manera
autosdmica dominante. Alguna de estas mutaciones se concentran alrededor
del sitio de corte de secretasas, 0 que posiblemente provoca una alteracion
en su procesamiento (Chavez-Gutierrez y col, 2012); mientras que otras se
ubican en la region central del péptido AR, y favorecen la generacion de
agregados insolubles (Brouwers y col, 2008).

No obstante la mayoria de las mutaciones asociadas a la EA no se
corresponden a mutaciones en el gen del APP, sino a mutaciones sobre los
genes de la PS1 (PSEN, en humanos en el cromosoma 14), asi como en su
homologo PS2 (PSENZ2, localizado en el cromosoma 1). Las mutaciones
descritas, ya sea de ganancia como de pérdida de funcién de presenilinas,
estan implicadas en la produccion desequilibrada del péptido AB1.42 (De
Strooper, 2007; Wolfe, 2007).

A pesar de que es BACE la enzima que determina el procesamiento del APP
mediante la via amiloidogénica, no se conocen mutaciones asociadas a esta

proteasa que estén implicadas con el desarrollo de la EA.

2.2. Hipotesis de la cascada amiloide

La hipétesis de la cascada amiloide intenta explicar el origen de la EA
y sostiene que los eventos neuropatolégicos de la enfermedad se inician por
la acumulacién del péptido AB ocasionado por un aumento de su produccién
y/0 una disminucién de su degradacion. En consecuencia, estos péptidos se
agregan y desencadenan el deterioro neuronal que conducen a la
enfermedad (Hardy y Higgins, 1992; Hardy y Selkoe, 2002).

Como se ha comentado, las principales evidencias que apoyan ésta
hipbtesis provienen de estudios de mutaciones genéticas asociadas a la EA

-23 .-



Introduccion. Capitulo 2

familiar, en donde la elevada produccion del péptido AB esta asociada a las
mutaciones de los genes APP o presenilinas. Por lo tanto, la acumulacién de
AB en el cerebro favoreceria su oligomerizacion, que a su vez induce una
cascada de efectos patoldgicos tales como microgliosis, astrocitosis,
respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y déficit en la neurotransmision,

llevando a la muerte celular.

A pesar de que los ovillos neurofilamentosos son posiblemente el factor que
mejor correlaciona con las carencias cognitivas asociadas a la EA, las
mutaciones existentes sobre el gen de la proteina tau no se vinculan con la
EA. Aun maés, las mutaciones sobre éste gen causan enfermedades
neurodegenerativas con ausencia de placas amiloides tales como la
demencia frontotemporal. Sin embargo, la aparicién de ovillos neurofibrilares
tras tratamiento con AR en modelos murinos apoya la hipétesis de que la
patologia de tau en la EA seria una consecuencia de la sobreproduccion de
AB y de su toxicidad (Ballatore y col, 2007, Van Swieten y Spillantini, 2007).
No obstante, la influencia que tiene el metabolismo anormal amiloide sobre
la formacién de ovillos de neurofilamentos es una cuestién que aun queda

por resolver.

Como se comentaba en el capitulo anterior, en un principio se ha pensado
que las placas neuriticas extracelulares eran las especies patogénicas de la
enfermedad, actualmente se reconoce que son los oligdmeros solubles de
AB los verdaderos agentes toxicos que comprometen la normal actividad
neuronal (Varvel, 2008; Shankar y col, 2008).

Aunque la hipétesis de la cascada amiloide tiene muchos puntos discutibles,
sigue siendo un modelo ampliamente estudiado tanto para la comprension
de la patologia como para el desarrollo de terapias clinicas adecuadas que
permitan mejorar el diagnostico y el tratamiento de la enfermedad.

-924 -



Introduccion. Capitulo 2

2.3. Diagndstico

A pesar de que los sintomas clinicos son diagnosticados en personas
adultas en un estado tardio, la neuropatologia de la EA comienza varias
décadas antes de su evidencia clinica (Figura 5) (Hampel y col, 2011). De
este modo se estima que la neurodegeneracion puede llegar a iniciarse 20

anos antes del diagndstico clinico.

Los biomarcadores establecidos hasta la fecha y mayormente consensuados
se refieren a la determinacién de los niveles de las proteinas AB y tau
presentes en LCR. Se han encontrado niveles aumentados de tau y sus
formas fosforiladas (P-tau) acompanados con bajas concentraciones de la
forma neurotoxica de AB (AB1-42) (Tapiola y col, 2009; Fragan y col, 2007).

ESTADO PRE-CLINICO ESTADOCLINICO ~ ESTADO AVANZADO

Las placas y los ovillos Las placas y los ovillos El deterioro neuronal se
comenzarian a formarse se extenderian a los prolongaria a las zonas de la
en el hipocampoy lsbulos temporal corteza cerebral.
Iobulos frontales y parietal La muerte neuronal es

generalizada

Figura 5. El esquema representa cémo se distribuirian las placas y ovillos en diferentes
estadios de la enfermedad: En un estadio preclinico, los marcadores neuropatoldgicos
comenzarian a acumularse en regiones cerebrales vinculadas a la memoria y a procesos de
pensamiento y planificacién. Del estadio preclinico al clinico pueden pasar de 10 a 20 aros,
segun la severidad de la patologia. En este estadio, las placas se distribuirian hacia las
regiones cerebrales vinculadas al habla, el entendimiento y la percepcion espacial.
Finalmente, en un estadio avanzado, los marcadores neuropatolégicos se distribuirian por
varias regiones cerebrales, con una abundante muerte neuronal y una dramatica reduccion
del volumen cerebral. Imagen obtenida de Alzheimer’s Association®.

La presencia de bajos niveles de ABs.42 en LCR probablemente se deba a
que, a pesar de su elevada produccion en cerebro, el péptido soluble es
progresivamente secuestrado por la formacion de placas neuriticas
cerebrales. Asi, la rapida fibrilacién podria ser la causa de los niveles
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menores de ABi.42 en el LCR. No obstante, la medida de estas proteinas,
tau/P-tau y ABi142, en LCR no proporciona suficiente especificidad y
sensibilidad para realizar un diagnéstico temprano de la EA, antes de que se
establezca la neurodegeneracion (Blennow y col, 2012). La falta de
marcadores tempranos limita el desarrollo de un tratamiento efectivo para la
enfermedad. Actualmente, el diagnéstico definitivo de la EA se realiza post
mortem tras la deteccién de placas amiloides y ovillos neurofibrilares en el

tejido cerebral.

Los estudios funcionales de imagen también ofrecen interés diagnéstico. Los
analisis realizados por neuroimagen muestran que las medidas volumétricas
del cerebro mediante Imagen de Resonancia Magnética (MRI) presentan
reducciones en EA respecto a las mismas regiones estimadas en controles
sanos; asi como descensos en el metabolismo de glucosa cerebral
observado mediante tomografia por emisién de positrones (PET) (Frisoni y
Blennow, 2013).

Con la expectativa de lograr un diagnéstico temprano de la enfermedad
actualmente se intenta realizar una evaluacion conjunta de varios

parametros como:

Los niveles de AB.42 en el LCR

- La relaciéon existente entre los niveles de AR en LCR y la presencia de
las placas neuriticas en regiones cerebrales examinadas por PET

- Los niveles de tau total y P-tau en LCR
- El metabolismo cerebral usando FDG-PET

- La observacion de la atrofia cerebral evaluada con MRI

La integridad cognitiva, mediante pruebas psicoanaliticas

La combinacién de biomarcadores presentes en el LCR junto con los anélisis
estructurales y funcionales del cerebro, podrian incrementar un diagndstico

temprano de la EA, lo que permitiria un tratamiento adecuado. Si bien
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existen una gran cantidad de estudios acerca de nuevos biomarcadores,
estos requieren ser evaluados clinicamente para probar su especificidad
(Blennow y col, 2012; Frisoni y Blennow, 2013).
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Introduccion. Capitulo 3

CAPITULO 3: La reelina y sus receptores

La reelina es una molécula de secrecion que esta presente en el SNC
de todos los vertebrados y su expresidon sigue un patron altamente
conservado (Tissir y Goffinet, 2003). También se expresa en tejidos
periféricos como higado, rindn y médula espinal, y se ha detectado ademas
en el suero y en el LCR (/keda y Terashima, 1997; Smalhieser y col, 2000;
Saez-Valero y col, 2003). En el SNC, la reelina ejerce una importante funcién
en la migracion neuronal durante el desarrollo embrionario del cerebro,
siendo fundamental para el desarrollo organizado de circuitos neuronales
(Apéndice). En ratones, la mutacién en el gen de la reelina ocurre de manera
espontanea y recibe el nombre de mutacion reeler. Estos ratones presentan
severas alteraciones en la laminacion de regiones estratificadas
celularmente como la neocorteza, hipocampo y cerebelo. En modelos
murinos, si se realizan mutaciones en los receptores de la reelina o en las
moléculas implicadas en su sefalizacion, como el adaptador intracelular
disabled 1 (Dab1), se replican fenotipos similares al reeler, y reciben el
nombre de mutaciones tipo reeler (Apéndice). En humanos, las mutaciones
sobre el gen de la reelina causan la lisencefalia con hipoplasia cerebral. Los
individuos con ésta patologia presentan escasos o nulos niveles de la
reelina, lo que afecta a la migracion neuronal y lo que conduce a serias
alteraciones en la formacion de estructuras laminadas del cerebro

(Apéndice).

3.1. La reelina en el cerebro adulto

En roedores y primates adultos, la reelina se encuentra altamente
expresada en el hipocampo y en la corteza entorrinal (Martinez-Cerderio y
Clasca, 2002). Tanto el hipocampo como la corteza entorrinal la reelina y su
via de senalizacién esta involucrada en sistemas explicitos de memoria (Qiu
y Weeber, 2007), estando estas areas cerebrales especialmente afectadas
en la EA.

-29 .-



Introduccion. Capitulo 3

En el cerebro adulto de ratdén, se ha observado que la reelina puede regular
la distribucién de las neuronas que se producen en el hipocampo, y ademas
favorecer la conectividad neuronal induciendo y manteniendo la plasticidad
sindptica (Pujadas y col, 2010). Las alteraciones sobre la via de sefalizacion
de reelina estan asociadas a desordenes neuropsiquiatricos tales como
autismo, esquizofrenia, desorden bipolar, depresion mayor o enfermedad de
Alzheimer, entre otras; en donde se han caracterizado niveles anormales de
reelina que se asocian a deficiencias en la regulacién de procesos cognitivos
(Folson y Fatemi, 2013).

En corteza e hipocampo la reelina es secretada por las interneuronas
GABAergicas, y en el cerebelo por las células granulares glutamatérgicas
(lkeda y Terashima, 1997; Pesold y col, 1998; Groc y col 2007). La reelina
secretada se localiza en las regiones sinapticas donde se une a sus
receptores ApoER2 (del inglés apolipoprotein E receptor 2; también conocido
como LRP8 o low-density lipoprotein receptor-related protein 8) y VLDLR
(very low density lipoprotein receptor). Esto le permite regular una respuesta
celular que afecta a la actividad neuronal, como se discutira en las proximas

secciones.

3.2. El gen de reelina y su producto proteico.

El gen de la reelina fue descubierto durante el analisis genético del
raton reeler que permitid la clonacion y el comienzo del estudio de su
producto proteico (D’Arcangelo y col, 1995; Hirotsune y col, 1995). La
proteina reelina, con 3461 aminodcidos, estd sujeta a modificaciones
postraduccionales basadas en Ny O glicosilaciones, y el producto final es
una proteina altamente glicosilada con un peso molecular relativo de 420
kDa (D’Arcangelo y col, 1995; Hirotsune y col, 1995). Una vez secretada, la
reelina es capaz de formar homodimeros mediantes enlaces covalentes,
tanto in vivo como in vitro. Con ésta forma dimérica la reelina interactda con

sus receptores, induciendo la cascada de sefalizacion celular de manera
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eficiente (D’Arcangelo y col, 1999; Utsunomiya-Tate y col, 2000; Strasser y
col, 2004).

El extremo N terminal de la proteina esta altamente glicosilado y cuenta con
un epitopo de importante funcidon biolégica, identificado como CR-50
(lamado asi por el anticuerpo que reconoce y bloquea esta region)
(D’Arcangelo y col, 1997). La glicosilacién es un proceso celular especifico, y
las alteraciones de este mecanismo pueden comprometer la funcion de la
reelina (Cuchillo-lbanez y col, 2013), como se discutira en esta tesis. La
presencia del epitopo CR-50 favorece la formacién de los dimeros
funcionales (Utsunomiya-Tate y col, 2000) (Figura 6). Ademas, el bloqueo de
la region N terminal con un anticuerpo dirigido al epitopo CR-50 es capaz de
neutralizar la actividad de reelina tanto in vivo como in vitro (Del Rio y col,
1997; Miyata y col, 1997; Nakajima y col, 1997). Los fragmento de reelina
que carecen del epitopo CR-50, no forman dimeros estables in vitro y
disminuye su eficacia para disparar su sefalizacion, a pesar de que sea
posible la unién a su receptor. Probablemente esta region N terminal
favorece las interacciones electrostaticas necesarias para la formacién tanto
de dimeros como de otro tipo de oligbmeros observados in vitro
(Utsunomiya-Tate y col, 2000; Kubo y col, 2002).

El extremo N terminal también comparte un 25% de homologia con la
proteina de matriz extracelular F-espondina (dominio denominado SP). Al
parecer, la presencia del dominio SP favorece la interaccion de la reelina con
integrinas, lo que se asocia con el crecimiento de neuritas (Dulabon y col,
2000).

La secuencia central de la reelina presenta ocho repeticiones (R), cada una
de ellas de 350-390 aminoacidos (D’Arcangelo y col, 1995; Ichihara y col,
2007). Cada repeticién esta compuesta de dos sub-repeticiones A y B
separadas por un dominio similar a EGF en la region central (“EGF-like
domains” son secuencias proteicas evolutivamente conservadas que estan
presentes en muchas proteinas de secrecion) (Figura 6). Las repeticiones
R3-R6 contienen la regiéon de unién a los receptores ApoER2 y VLDLR, asi
como a otras proteinas de transmembrana como el APP (Jossin y col, 2004,
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Figura 6: A. Estructura proteica de la reelina. El gen de la reelina codifica una proteina de
3461 aminodcidos. Tras sus modificaciones postraduccionales, resulta una glicoproteina
con un peso molecular relativo de 420 kDa. El extremo N terminal contiene un péptido
sefal y un dominio similar a F espodina (SP), que se contintia con una regién unica (H),
donde se encuentran los epitopos reconocidos por los anticuerpos 142, G10 y CR-50. La
region central estd formada por 8 repeticiones (R1-R8) separadas por una region similar a
EGF (EGF-like domain), estando R8 involucrada en la secrecién de la reelina. Finalmente,
hay una regién altamente basica en el extremo C terminal, que incrementa la eficiencia de
la activacion de la cascada de sefalizacion. El procesamiento proteolitico de la reelina
mediado por metaloproteasas, ocurre en la zona N terminal (N-t), entre las repeticiones
R2B-R3A, y en la zona del carboxilo terminal (C-t), entre las repeticiones R6B y R7A.
Como resultado de éste procesamiento, se generan cinco fragmentos que se nombran de
acuerdo a su composicion. A la derecha, se indica el tamafo relativo de cada uno de ellos
observados con SDS-PAGE (Figura adaptada de Yasui y col, 2011 y Jossin y col, 2004).

Hoe y col, 2006a; Hoe y col, 2009). Los residuos de cisteinas presentes en
estas repeticiones estan implicados en la formacién de los dimeros
covalentes de reelina. En particular, se ha observado que cuando la cisteina
ubicada en la repeticion R5, altamente conservada en diferentes especies,
es sustituida por otros aminodcidos mediante mutagénesis dirigida, la
dimerizacién de la reelina se ve impedida. Ademas, estos mutantes de
reelina son incapaces de activar la cascada de sefalizacion en cultivos
neuronales primarios. Esto demuestra que la formacién de dimeros estables
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son fundamentales para que la reelina ejerza su funcién bioldgica (Yasui y
col, 2011).

La repeticién R8 esta involucrada en la secrecion celular de la reelina (De
Bergeyck y col, 1997). Finalmente, el fragmento C terminal, altamente
basico, esta involucrado en facilitar la activacibn de la cascada de
sefalizacion a través del adaptador citoplasmatico Dab1 (Nakano y col,
2007) (Figura 6).

3.3. El procesamiento proteolitico de reelina

Una vez secretada, la reelina es rapidamente proteolizada en
regiones préximas a los extremos N y C terminales. Este procesamiento
ocurre in vivo y es modulado por diferentes proteasas (Kohno y col, 2009;
Lambert de Rouvroit y col, 1999). Hasta ahora, se han identificado
metaloproteasas de la familia ADAMT (del inglés, “A Disintegrin and
Metalloproteinase with thrombospondin motifs”, una familia de proteasas de
la matriz extracelular que se secretan) (ADAMT4 y ADAMTS) y serin-
proteasas de la familia tPA que participan en el procesamiento in vitro de la
reelina (Krstic y col, 2012; Hisanaga y col, 2012). Como producto de este
procesamiento se han detectado 5 fragmentos (Figura 6), que presentan una
abundancia relativa diferente dependiendo del tejido estudiado (Jossin y col,
2004; Smalheiser y col, 2000). Estos fragmentos se hacen visibles en
electroforesis en condiciones desnaturalizantes donde se identifican los
fragmentos proteicos con diferentes tamafos moleculares (Figura 6).

Aunque todavia no estd aclarada cual es la funcion fisiolégica de estos
fragmentos los estudios realizados in vitro sugieren que podria existir un
vinculo entre el procesamiento de la reelina y su desempeno biolégico
(Jossin y col, 2004; Nakano y col, 2007, Chameau y col 2009). Al parecer,
los productos de procesamiento de la proteina también contribuyen a la
formacién de estructuras oligéméricas que podrian interferir con los dimeros
funcionales (Utsunomiya-Tate y col, 2000; Kubo y col, 2002). Existen

estudios que demuestran que los niveles proteicos de reelina, sus
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modificaciones postraduccionales y el procesamiento proteolitico se
encuentran alterados en varios desordenes cerebrales incluyendo la EA
(Fatemi y col, 2001; 2005; Botella-Lopez y col, 2006; 2010; Herring y col,
2012).
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CAPITULO 4: La reelina y su cascada de sefalizacién

4.1. Los receptores de la reelina

Si bien los dos receptores de reelina ApoER2 y VLDLR pueden
desempenar diferentes funciones, sélo los ratones doble knockout presentan
un fenotipo similar a reeler (ver Apéndice), lo que sugiere que, in vivo, la via
principal de accion de la reelina es la que involucra a estos receptores (Hack
y col, 2007).

ApoER2 y VLDLR son miembros de la familia de receptores de lipoproteinas
(LDLR). Junto a sus ligandos, estos receptores tienen una importante
funcion no sélo durante el desarrollo, sino también modulando procesos
biol6gicos en el cerebro adulto, y sus alteraciones se asocian a diversas
patologias (Wilnow y col, 1999; Marzolo y Farfan, 2011). Esta familia de
receptores son glicoproteinas de transmembrana del tipo | y comparten
similitudes en su estructura que incluye un gran dominio extracelular, un
dominio de transmembrana y una cola citoplasmatica relativamente corta
(Figura 7).

VLDLR tiene un papel importante en el metabolismo de particulas ricas en
triglicéridos. Sin embargo, la disrupcion homocigota del gen VLDLR en
ratones no altera el perfil lipoproteico, pero si ocasiona deficiencias
cerebrales que se asocian a la hipoplasia cerebelar. En humanos, la
deficiencia de VLDLR es la causa del sindrome del desequilibrio que se
caracteriza con un moderado a profundo retraso mental y ataxia
(D"Arcangelo y col, 1999; Hiesberger y col, 1999). En el cerebro adulto este
receptor estad involucrado en controlar la funcion sinaptica, lo que resulta
relevante a nivel de cognicién, aprendizaje, memoria y supervivencia
neuronal (Herz y Chen, 2006). El gen VLDLR esta codificado por 19 exones
y presenta procesamiento alternativo (o splicing) del ARNm. La variante de
splicing mas comun expresada en el cerebro es la que carece del exén 16
que codifica para el dominio de O-glicosilacion. El receptor VLDLR no esta
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asociada a dominios lipidicos de raft en la membrana plasmatica, lo que
influye en el procesamiento y el trafico del receptor (Martensen y col, 1997;
liima y col, 1998).

a Dominio de unién a ligando
(repeticiones complementarias LA)

Repeticiones tipo EGF

A
ﬁ.& Dominio de O-glicosilacién
12 “p;',- Dominio de transmembrana

Dominio YWTD

Motivos NPxY

VLDLR ApoER2

LA 1-3;,7-8

Figura 7: Representacion esquematica de la familia de los receptores LDL. Todos ellos
comparten estructuras comunes, entre otras el dominio de unién a ligando, compuesto de
varias repeticiones complementarias (LA). ApoER2 presenta un splicing alternativo en el
dominio de unidn a ligando, siendo las repeticiones LA1-3,7-8 las fundamentales para su
unién con la reelina. VLDLR presenta 8 repeticiones LA para su interaccion con la reelina.
El dominio de unién a ligando se continta con un dominio homologo al EGF (EGF-like
domain), que estabiliza la union del ligando y junto al dominio YWTD modulan el reciclaje
de estos receptores. El dominio de O-glicosilacion es reconocido por metaloproteasas. La
cola citoplasmética contiene al menos un motivo NPXY que interacciona con proteinas
adaptadoras intracelulares que contienen dominios de union a fosfo-tirosinas (PTD). La
interaccién con las proteinas adaptadoras regula el trafico y la via de traduccion de
sefales. (LDLR: receptor de lipoproteina de baja densidad; Meg: Receptor de megalina;
LRP: proteina receptora relacionada al receptor de LDL). Figura adaptada de Larios y
Marzolo, 2012.

ApoER2 esta expresado en neuronas, glia radial, células endoteliales y
tejidos epiteliales, asi como en los plexos coroideos y epididimo (Kim y col,
1996, Riddell y col, 1999; Luque y col, 2003; Garcia-Miranda y col, 2010).
Inicialmente, se pensaba que ApoER2 participaba Unicamente en regular la
homeostasis del colesterol en el SNC. Sin embargo, estudios realizados mas
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tarde, mostraron que la principal funcion de este receptor en el cerebro
embrionario y adulto es iniciar la ruta de senalizacion de la reelina
(D Arcangelo y col, 1999).

Al igual que VLDLR, ApoER2 esta sujeto a splicing, aunque de una manera
mucho mas compleja. ApoER2 esta codificado por 20 exones. En todas las
variantes expresadas en el SNC se da el splicing alternativo del exén 5 que
codifica las repeticiones LA 4-6 (Brandes y col, 1997) y tanto el exdn 7 como
el 16 también pueden presentar splicing alternativo. El exén 7 codifica para
la repeticion LA-8, con un sitio de reconocimiento a furina, mientras que el
ex6n 16 codifica el dominio de O-glicosilacion (Figura 7). Por altimo, el exén
19, ubicado en la regién citoplasmatica del receptor también puede presentar
splicing alternativo. Este exén interacciona con proteinas adaptadoras que
se asocian al receptor glutamatérgico NMDA (N-metil-D-Aspartato) vy, al
parecer, participaria en la modulacion de aprendizaje y memoria inducidos

por la reelina, como se discutird en el Capitulo 5.

Una proporcién de receptores ApoER2 parece residir en regiones de la
membrana plasmatica ricos en dominios rafts, lo que influiria en la
sefalizacion y el trafico de éste receptor (Ridel y col, 2001, Cuitino y col,
2005; Duit y col, 2010).

4.1.1. Los receptores de la reelina y su procesamiento proteolitico

La actividad bioldgica de esta familia de receptores esta modulada por
su procesamiento proteolitico. El procesamiento proteolitico es un evento
que parece estar modulado por la unién al ligando extracelular aunque
también, en una minoria, podria ocurrir de manera espontanea (Hoe y
Rebeck, 2005). El estado de glicosilacién de los receptores también parece
influir en el procesamiento. Ambos receptores presentan variantes de
splicing en la regién de O-glicosilacién, y ello los puede hacer mas o menos
susceptibles al corte proteolitico por secretasas (May y col, 2003). La
regulacion del procesamiento proteolitico de estos receptores puede tener

diversos efectos en la funcién celular.
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4.1.1.1. El procesamiento por las metaloproteasas y la generacion de
fragmentos solubles extracelulares

En el procesamiento de los receptores ApoER2 y VLDLR intervienen
las secretasas que también procesan al APP (ver Capitulo 1). El domino
extracelular se procesa por metaloproteasas de la familia ADAMs (a-
secretasas) y en el caso de algunas variantes de splicing, también por furina
(una proteasa de la familia “subtilisin-like proprotein convertase”). Después
de este corte se genera un fragmento soluble extracelular (Figura 8) (Garcia-
Touchard y col, 2005). En cultivo de neuronas corticales de raton se ha
observado que el fragmento soluble del ApoER2, cuando es generado por
furina, tiene la capacidad de unirse a la reelina, e interferir asi en su unién al
receptor de membrana, bloqueando la cascada de sefializacidén (Koch y col,
2002). Este procesamiento podria intervenir en la regulacion de la
sefalizacion de la reelina tanto en cerebro adulto como durante el desarrollo

embrionario.

El corte por la a-secretasa deja anclado a la membrana el fragmento
carboxilo terminal (CTF), que es posteriormente cortado por la y-secretasa
(Figura 8) (Lui y col, 2009; Willnow, 1999). El tratamiento con inhibidores de
la a-secretasa disminuye no soélo los niveles del ApoER2 soluble
extracelular, sino también los fragmentos carboxilo terminal que remanen
anclados a la membrana (Hoe y col, 2007). Esto confirma que el
procesamiento secuencial de los receptores de reelina por las secretasas se

inicia por la accién de la a-secretasa

4.1.1.2. Lay-secretasa y la generacion del fragmento intracelular

En diversos receptores de la familia LDL, tras el procesamiento por
ADAMs, queda un fragmento anclado a la membrana. Este hecho fue puesto
de manifiesto por estudios del grupo de Herz (May y col, 2002), donde
observaron la acumulacién de pequenos fragmentos de 25 y 18 kDa del
receptor LRP en cultivo primario de neuronas de rata, tratado con inhibidores
de la y-secretasa. La acumulacion de estos dos fragmentos correspondi6 a
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dos variantes de splicing del receptor. Este procesamiento también fue
observado para el ApoER2, en donde se observd una mayor acumulacion
del fragmento CTF cuando los modelos celulares eran inducidos con
ligandos del receptor como la propia reelina, a2-macrogobulina o ApoE (Hoe
y Rebeck, 2005; Hoe y col, 2006a).

Receptor de membrana Fragmento

Espacio

Citosol

Figura 8: Descripcion general del procesamiento proteolitico de receptores de reelina.
Inicialmente, el receptor es procesado por metaloproteasas de la matriz extracelular;
generando un fragmento extracelular soluble. Luego, el fragmento del receptor que
permanece asociado a la membrana (CTF) es procesado por el complejo y-secretasa
generandose un fragmento intracelular soluble (ICD). El procesamiento proteolitico de estos
receptores ocurre después de la unién a la reelina, aunque también, en un pequefio
porcentaje es procesado constitutivamente. Los fragmentos CTF e ICD pueden interactuar
con adaptadores u otras proteinas celulares regulando diversas rutas de sefializacion.
Figura adaptada de Larios y Marzolo, 2012.

El corte del CTF por la y-secretasa libera un fragmento soluble intra-
citoplasmatico (ICD; del inglés intracellular cytoplasmatic domain) (Figura 8).
Este fragmento ICD podria modular varias funciones intracelulares mediante
la interaccidén con diferentes proteinas citoplasmaticas (Hoe y col; 2006 a-c;
May y col, 2003). Incluso puede migrar a la regién nuclear donde actua
modulando la expresion de genes (May y col, 2002; Balmaceda y col, 2013),
de manera similar a lo que ocurre con otros sustratos de la y-secretasa,

como la proteina APP o Notch.

Como se ha comentado, el procesamiento por la acciéon de y-secretasa

genera fragmentos intracelulares de sus sustratos que participan en varias
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respuestas celulares. En el cerebro, el corte por la y-secretasa de N-
cadherinas, Notch e incluso APP, participa en procesos neuronales tales
como la sinaptogénesis, la transmisién sinaptica y el crecimiento de neuritas.
Ademas, como vimos en el Capitulo 2, la actividad de la y-secretasa se
encuentra alterada en algunas formas de Alzheimer familiar, con mutaciones
sobre las presenilinas. En la EA esporadica también se presume una
alteracién en la actividad y-secretasa, que generaria mas procesamiento
amiloidogénico del APP. Por lo que seria interesante analizar de qué manera
la actividad de la y-secretasa puede intervenir en el procesamiento de los
receptores de la reelina y, en consecuencia regular su ruta de sefializacién,

procesos que podrian estar alterados en la patologia de la EA.

4.2. Reelina y su senalizacion celular

Los estudios bioquimicos y genéticos realizados en ratones reeler o
tipo reeler han permitido dilucidar la via de sefalizacion celular de la reelina.
Una importante conclusién es que en ratones que presentan la cascada de
sefalizacion de reelina alterada, la proteina tau se encuentra en un estado
hiperfosforilado (Hiesberger y col, 1999). Esto condujo a la identificacion de
una via dependiente de la reelina capaz de modular la activacion de
proteinas del citoesqueleto, como tau.

La traduccién de la sefial mediada por la reelina no requiere la presencia de
co-receptores adicionales (Jossin y col, 2003). En cultivos celulares, es
suficiente la expresion de la reelina, sus receptores ApoER2/VLDLR y la
proteina adaptadora Dab1 para reconstruir la via de sefalizacion de la
reelina (Mayer y col, 2006), indicando que estos son los componentes claves

que traducen su sefal intracelular.

La interaccién de reelina con sus receptores promueve el reclutamiento de
Dab1 (Figura 9) (Howell y col, 1999; 2000; D Arcangelo y col, 1995). Dab1
es una molécula adaptadora intracelular que se expresa en neuronas que
responden a la reelina. Su funcién como molécula adaptadora consiste en

formar complejos de sefalizacion mediante interacciones proteina-proteina
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(Howell y col, 1997b). A través de su dominio PTB (dominio de union de
fosfotirosinas N terminal) Dab1 interactia con fosfolipidos de la membrana
plasmatica ricos en fosfoinositoles y con proteinas de transmembrana que
contengan los motivos NPXY, como ApoER2 y VDLR (Figura 9). La
interaccién entre los dominios PTB-NPXY resulta fundamental para
desencadenar una sefal intracelular (Figura 9.a) (Stolt y Bock, 2006;
Trommsdorff y col, 1998). De este modo, la interaccion entre Dab1 vy
ApoER2/VLDLR, facilita que Dab1 se aproxime a las regiones de
membranas enriquecidas en quinasas de la familia tirosina quinasas src
(SFK) vy resulta fosforilado (Figura 9.b) (Jossin y col, 2003; Howell y col,
1997b). Dab1 contiene una regién con 5 residuos de tirosinas, de las cuales
dos (Y198 y Y220) son fosforiladas en respuesta a la reelina (Tissir y
Goffinet, 2003).

Dab1 fosforilado sera capaz de modular la activacién de diferentes rutas de
sefalizacion (Figura 9). Una de estas rutas se inicia con la activacion de la
quinasa citosolica fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), (un regulador central de
varias funciones celulares) e induce la activacion de la via Akt/PKB (proteina
quinasa B) (Figura 9 c). Esta ruta culmina con la fosforilacién y consecuente
inactivacion, de la quinasa GSK-383, una de las principales quinasas que
fosforila a la proteina tau, como se comentd en el Capitulo 1 (Beffert y col,
2002, Ballif y col 2003, Bock y col, 2004).
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y transporte

Figura 9. Ruta de sefalizacion de la reelina. La unién de dimeros de reelina a sus
receptores recluta a la molécula adaptadora Dab1 (a.) e induce su fosforilacion mediante
la familia tirosin-quinasas SFK (b.) activando vias de senalizaciéon alternativas. La via
PI3K, Akt/PKB (c.) finaliza con la inhibicién de la quinasa GSK-38, una de las principales
quinasas que fosforilan a la proteina estabilizadora de microtubulos tau. Otras rutas
alternativas activadas por Dab1, son las de las quinasas Crk (d.), LIM1 (e.) y Lis1 (f.).
Todas estas vias estan implicadas en la dinamica de microtubulos y microfilamentos del
citoesqueleto. Ademas, la unién reelina-ApoER2 también puede regular la activacion de
los receptores NMDA. EI dominio citoplasmatico de ApoER2 interactia con el receptor
NMDA a través de la proteina post-sinaptica PSD-95 (g.). Esta interaccion favorece la
fosforilacion del receptor glutamatérgico (h.). La activacion de receptores NMDA (NMDAR)
regula los procesos neuronales involucrados en aprendizaje y memoria (i.). Figura
adaptada de Herz y Chen, 2006.

Otra de las rutas de sefalizacion moduladas por Dab1 fosforilado involucra
el reclutamiento de la familia de quinasas Crk y de la quinasa LIM (Figura 9.
d-e). Ambas vias estan involucradas en modular la dinamica del
citoesqueleto mediante la redistribucion de la actina (Bior y Ballif, 2013). A
través del receptor VLDLR, la fosforilacion de Dab1 también puede reclutar a
proteinas involucradas en regular la dindmica de microtubulos, como el
complejo de lisencefalina 1 (LIS1) (Figura 9.f). Esta ruta activada por la

-42 -



Introduccion. Capitulo 4

reelina participa en la regulacion de la migracién neuronal y en la laminacién
cortical (Assadi y col, 2003).

Después de la unién a la reelina y de la fosforilacion de Dab1, los receptores
de la reelina son internalizados mediante vesiculas recubiertas de clatrina,
comenzando su via de degradacién (Riddel y col, 2001, Cuitino y col, 2005);
aunque estos aspectos estan en discusién (Sun y Soutar, 2003).

Como se menciona en la seccion 4.2 de este capitulo, estos receptores
presentan una distribucién diferente en la membrana plasmatica. En el
cerebro, parece ser que ApoER2 estd mayoritariamente anclado a los
dominios raft de la membrana (Riddel y col, 2001), mientras que VLDLR no
se encuentra asociado a estas regiones (Duit y col, 2010). La distribucion de
los receptores en la membrana plasmatica podria influir sobre la regulacion

de la senalizacion de la reelina en el cerebro.

Finalmente, Dab1 fosforilado recluta a ligasas de ubiquitina e induce su
poliubiquitinacion, degradandose mediante la via del proteosoma (Arnaud y
col, 2003; Bock y col, 2004). La degradacion de Dab1 puede ser también un

factor importante en la regulacién de la senalizacién de la reelina.

En resumen, la cascada de sefalizacién activada por la reelina
mediante sus receptores ocurre mediante el reclutamiento y la fosforilacion
de Dab1. De este modo, se activan diversas rutas de sefnalizacion que

modulan la dinamica de microtubulos y la funcién neuronal.
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CAPITULO 5: La reelina y la enfermedad de Alzheimer

5.1. Funcion de la reelina en la plasticidad sinaptica en adultos

El neurotransmisor glutamato y su receptor NMDA estan involucrados
en numerosas funciones dentro del sistema nervioso, teniendo un papel
clave en la plasticidad sinaptica. Estos receptores activan y consolidan la
sinapsis, mediante mecanismos de plasticidad. La potenciacién a largo plazo
(LTP), una forma de plasticidad sinaptica que esta en la base de los
procesos de aprendizaje y memoria en el cerebro adulto, también implica la

activacion de los receptores NMDA en el hipocampo.

La reelina modula la funcién de los receptores glutamatérgicos de tipo
NMDA a través de la interaccion con su receptor ApoER2 (Chen y col, 2005).
Esto es posible porque existe una asociacién fisica entre el ApoER2 y el
receptor NMDA. Ambos receptores co-inmunoprecipitan en modelos
celulares, y colocalizan en las densidades post-sinapticas de regiones CA1
de hipocampo (Hoe y col, 2006 b, Beffert y col, 2005). Esta interaccién entre
el receptor de NMDA y el ApoER2 se produce a través de la proteina post-
sinaptica PSD-95 (Figura 9.g9), que permite el reclutamiento de proteinas,
entre ellas, quinasas de la familia SFK (Figura 9.h) (Hoe y col, 2006 b). Estas
quinasas activarian al receptor NMDA por fosforilacion en sus subunidades
NR2A y NR2B (Hoe y col, 2006 b). La activacién de los receptores NMDA
regula ademas del flujo de iones K* y Na*, el flujo de Ca?* intracelular (Figura
9.), lo cual dispara una cascada de sistemas de segundos mensajeros que
inducen acciones muy diversas, tales como la regulacion de la expresion de
genes involucrados en procesos sinapticos (Chen y col, 2005; Beffert y col,
2006).

La capacidad que tiene la reelina de modular la funcion sinaptica y la
plasticidad refuerza ain mas la hip6tesis de que una alteracion en su ruta de
sefalizacion podria formar parte de los mecanismos alterados en
desordenes neuroldgicos y neuropsiquiatricos. Se ha observado que el

tratamiento de regiones de hipocampo con AP altera la sinapsis, afectando la
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activacién de los receptores NMDA. Sin embargo, este efecto se revierte
cuando las neuronas son incubadas posteriormente con la reelina
(Durakogligil y col, 2009). Al parecer, la reelina antagoniza el efecto que
tiene el AB sobre la sinapsis. De este modo, tanto un incremento de AR,
como sucede en la EA, o una alteracién en la sefnalizacion de la reelina, o
ambos efectos juntos, podrian alterar la plasticidad sinaptica, llevando a una

disfuncién neuronal.

5.2. Lareelina y su vinculo con la enfermedad de Alzheimer

La primera asociacion entre la reelina y la EA se manifesté por la
observacion de una hiperfosforilacion en la proteina tau tanto en los ratones
reeler como en el doble knock-out para los receptores ApoER2/VLDLR
(Hiesberger y col, 1999). Diversos autores recogen en sus publicaciones
evidencias que muestran el vinculo existente entre la reelina y la EA (Botella-
Lopez y Saez-Valero, 2008; Knuesel, 2010; Folson y Fatemi, 2013).
Apoyando estos resultados, se ha observado que tanto la proteina reelina
como su trascrito estdn aumentados en la corteza frontal de pacientes con
EA (Saez- Valero y col, 2003, Botella- Lopez y col, 2006; 2010).

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la reelina presente en
LCR esté incrementada en pacientes con un diagnéstico clinico temprano de
Alzheimer, respecto a los casos controles de edad semejante (Saez- Valero
y col, 2003, Botella- Lopez y col, 2006). Este aumento en los niveles de la
reelina en el LCR de pacientes con la EA se correlaciona positivamente con
el incremento de la proteina tau, un marcador clasico de la patologia
(Botella- Lopez y col, 2006).

La primera evidencia que demostrd la relacién entre la reelina y el AB, se
manifesté en un modelo de ratéon doble transgénico APP/PS1 que ademas
de sobre-expresar el péptido AB, genera placas amiloide. En dicho modelo
de raton se ha demostrado la presencia de la reelina en las placas amiloides
del hipocampo (Wirths y col, 2001). Aun mas, nuestro grupo demostrd que la

corteza cerebral de modelos de ratones Tg2576 (un modelo que
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sobreexpresa APP conteniendo una mutacién caracterizada como “Swedish
mutation”) presenta niveles elevados de la proteina reelina (Botella-Lopez y
col, 2010). Todas estas evidencias sugieren que es posible que la alteracién
en el metabolismo del APP promueva a su vez una expresién alterada de la

reelina en el cerebro de personas con Alzheimer.

En paralelo, se ha observado que durante un envejecimiento no patolégico,
los agregados proteicos presentes en regiones corticales de roedores vy
primates estan enriquecidos de agregados de reelina (Knuesel y col, 2009;
Madhusudan y col, 2009; Doehner y col 2010). Asociado al envejecimiento

no patolégico estos agregados colocalizan con placas amiloides no fibrilares.

Para poder responder si el metabolismo amiloide anormal es el responsable
de las alteraciones en la expresion de la reelina asociadas a la EA, nuestro
grupo analiz6 los niveles de la proteina en corteza de personas con el
sindrome de Down (Botella Lopez y col, 2010). En Capitulo 2 se ha discutido
que la mutacibn que provoca el sindrome de Down causa una
sobreexpresion de APP y en consecuencia, se ven incrementados sus
fragmentos proteoliticos incluyendo el AB. De hecho, una gran parte de las
personas con sindrome de Down presentan depdsitos de placas neuriticas al
alcanzar la cuarta-quinta década de vida (Mann, 1988). Nuestro grupo
confirm6 que en las regiones corticales de personas con el sindrome de
Down la reelina muestra un incremento en sus niveles proteicos y

transcripcionales (Botella- Lopez y col, 2010).

Pero, ;de qué modo podria afectar la acumulacion de péptidos AR la
expresion de la reelina? Nuestro grupo observé que el tratamiento de
cultivos celulares con AR exdgeno determina un aumento en los niveles de
reelina, pero también influye en su glicosilacién (Botella Lopez y col, 2010).
Este efecto inducido por AB in vitro, se correlaciona con las alteraciones en
el patron de glicosilacién de reelina observadas en muestras humanas de
EA, tanto a nivel cerebral como en el LCR (Botella Lopez y col, 2006; 2010).
Estos estudios manifiestan que la presencia de AB podria influir sobre la

expresién y la glicosilacion de la reelina en personas con Alzheimer.
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Primero, respecto a los niveles aumentados de reelina en el cerebro de
sujetos con EA, es importante sefalar que aunque los datos obtenidos por
algunos grupos de investigacién apoyan nuestras observaciones (Kramer y
col, 2010; Santa-Maria y col, 2010), existen trabajos que reportan resultados
contrapuestos, al no encontrar aumentos de reelina en el LCR de personas
con la EA (/gnatova y col, 2004) e incluso detectan valores disminuidos en
regiones cerebales de la corteza entorrinal e hipocampo de individuos con la
EA, o bien en el cerebro de animales transgénicos (Chin y col, 2007; Hoe y
col, 2009; Herring y col, 2012).

Dada la correlacion existente entre la falta de reelina y la hiperfosforilacion
de tau, si la situacién en el cerebro de sujetos de EA fuera de niveles
disminuidos de la reelina, ésta condicion se asociaria con el progreso de la
enfermedad; mientras que los niveles aumentados de reelina, podrian
asociarse a una condicion ventajosa, tratdndose quizds de un mecanismo de
defensa del cerebro. No obstante, los niveles aumentados de la reelina en
cerebros de pacientes con la EA se analizan al término de la patologia, tras
anos de padecer la misma y es poco probable que en ese estado se
mantuviera una alta expresion de reelina como parte de un mecanismo
compensatorio/defensa. En este sentido, el hecho de que la reelina
aumentada en el cerebro de sujetos con EA presenta glicosilacion alterada

puede ser de maxima relevancia.

Esta ampliamente estudiado que los procesos de glicosilacidn intervienen no
sé6lo en la sintesis y el ensamblaje proteico, sino también en la localizacion
subcelular, en la interaccién con otras proteinas, en la actividad bioldgica y
en la vida media de las glicoproteinas. En este sentido se han descrito
alteraciones en la glicosilacion de diversos tipos de glicoproteinas en
muestras de personas con la EA (Guevara y col, 1998, Fodero y col, 2001,
Kanninen y col, 2004, Silveyra y col, 2006). Por lo que podriamos suponer
que la reelina anormalmente glicosilada presente en el cerebro humano con
Alzheimer puede presentar una funcion bioldgica alterada. Si esto fuera asi,
se estableceria una condicion desfavorable para la actividad sinaptica

llevando a una disfuncion neuronal, y aunque sus niveles estuvieran
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aumentados en sujetos con EA reflejarian una condicién desfavorable que

podria contribuir al progreso de la enfermedad.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En el cerebro adulto la reelina regula, tras unirse a sus receptores
ApoER2 y VLDLR, procesos involucrados con la formacion de la memoria
LTP y plasticidad sinaptica (Chen y col, 2005; Beffert y col, 2005). También
se ha determinado que cambios en la regulacidén génica y la expresion de la
reelina causan déficit cognitivos presentes en varios desordenes
neuropsiquiatricos (ver revision de Folson y Fatemi, 2013). Los estudios
previos realizados en nuestro laboratorio observaron que en muestras de
LCR y cerebros humanos con Alzheimer la expresion de reelina esta
aumentada y ademas existen alteraciones en su patron de glicosilacidon
(Saez-Valero y col, 2003; Botella-Lopez y col, 2006; 2010). También
observaron que el tratamiento de células en cultivo con el péptido AR
producia una alteracion en la expresion y glicosilacion similares a la

encontrada en corteza de EA.

Queda por determinar que significado y consecuencias puedan tener estos
niveles aumentados de reelina en el cerebro de enfermos de Alzheimer. Una
mejor comprension de los mecanismos de regulacion y la interaccidén con su
receptor ApoER2 también son claves para la adecuada comprensién del
papel de reelina en la patologia. La reelina se muestra como una proteina de
alto interés en la EA dado que aparece afectada por el péptido AB y su via
de senalizacién, ademas de regular procesos relacionados con memoria y
aprendizaje, modula el grado de fosforilacién de tau; por lo que reelina

aparece como una molécula puente entre el péptido AB y la proteina tau.

Nuestras hipotesis de trabajo se centran en que las modificaciones
presentes en la reelina, bien de corteza humana EA, bien inducibles in vitro
en células tratada con AR, pueden comprometer su funcionalidad y por tanto
la actividad biologica derivada de su via de sefalizacion. Igualmente, el
procesamiento del receptor ApoER2 de reelina, podria tener un papel
fundamental en el control de su via de sefalizacidn, pero también

directamente en la expresion de la propia reelina.
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De este modo, nos propusimos investigar los siguientes objetivos:

1. Evaluar si la reelina anormalmente glicosilada encontrada en cerebros

con Alzheimer e inducible por el péptido AB presenta alteraciones en su

funcionalidad biolégica

Para ello, propusimos analizar los siguientes parametros:

Analizar los efectos de la glicosilacién alterada de la reelina, inducida

por AR, respecto a su dimerizacion.

Analizar como afectan las alteraciones en la glicosilacién de reelina
en la interaccion con su receptor, mediante ensayos de afinidad in

vitro.

Evaluar la capacidad que tiene la reelina anémala en modular su
cascada de senfalizacion celular, analizando el estado de fosforilacién
de diferentes componentes de la via.

2. Analizar el efecto regulador que ejerce el procesamiento del receptor

ApoER2 sobre la propia expresion de la reelina.

Para lo cual, hemos propuesto:

V.

VI.

-52-

Estudiar el procesamiento del receptor ApoER2 por la y-secretasa,
modulando farmacol6gicamente la actividad del complejo protedlitico
mediante inhibidores de su subunidad catalitica, PS1, e investigar si
este procesamiento presenta efectos sobre la reelina en modelos in

vitro.

Estudiar el procesamiento del receptor ApoER2 y su efecto sobre la
expresion proteica y transcripcional de la reelina empleando un
modelo de raton knock-out de PS1.

Analizar la traslocacion al nucleo del fragmento intracelular del
ApoER2, generado por el procesamiento por y-secretasa, y estudiar
su efecto sobre la expresion génica de la reelina empleando modelos

in vitro.
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5. RESULTADOS

OBJETIVO 1. “La reelina anormalmente glicosilada presenta
alteraciones en su funcion bioldgica”

Cuchillo-Ibafiez I, Balmaceda V, Botella-Lépez A, Rabano A, Avila J, Sdez-Valero J.
Beta amyloid impairs reelin signaling. PlosOne, 2013; 8 (8): €72297.

Sinopsis:

La reelina es una glicoproteina cuya expresion en cerebro esta
vinculada con la modulaciéon de los procesos de aprendizaje y memoria a
través de su cascada de senalizacion. Concretamente, la via de sefalizacion
de la reelina modula los estados de fosforilacién de la proteina tau, la
principal proteina que genera los ovillos neurofibrilares, las lesiones
intracelulares tipicas de la EA; asi como la actividad de receptores ligados a
memoria y aprendizaje como los de NMDA. Previamente, nuestro grupo
reportd niveles elevados de reelina tanto en cerebros como en LCR de
sujetos con la EA, en comparacion con los de individuos sin demencia.
También se comprobdé que el tratamiento con el péptido AB modifica la
glicosilacion de la reelina obtenida en cultivos celulares. En este estudio,
hemos demostrado que las glicoformas de la reelina obtenidas en presencia
de AP tiene una menor capacidad de modular su cascada de senalizacion,
fallando en fosforilar a la proteina adaptadora Dab1, que a su vez deja de
modular la fosforilacién de la quinasa GSK-3B y en consecuencia se
mantiene activa, lo que promueve una mayor fosforilacion de la proteina tau.
Por otra parte, el tratamiento de cultivos primarios de corteza de raton con
glicoformas anormales de la reelina también incrementa los niveles de la
proteina 14-3-3, una proteina que interviene en la modulacion por
fosforilacién de diversas proteinas y que, en particular, mantiene activa a la
quinasa GSK-3pB fosforilada. De este modo, determinamos que la presencia
de una reelina anormalmente glicosilada genera niveles elevados de la

proteina tau altamente fosforilada.
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Para descartar que los efectos observados se debieran a la propia presencia
del péptido AB, siempre se procedié a eliminar en lo posible el péptido de
nuestras preparaciones, aunque nunca podemos estar seguros de que
minimas trazas contribuyan de algin modo a alterar la via de la reelina. De
cualquier modo también producimos glicoformas de reelina alteradas por un
método alternativo, independiente de AP, un inhibidor de enzimas
manosidasas. El uso de un inhibidor de manosidas nos permitié contar con
preparaciones de reelina de glicosilacién alterada que también fallaron en
modular los niveles de fosforilacion de tau, lo que apoya que la glicosilacion
anomala de la reelina puede provocar la pérdida de su funcién.

La ineficiencia que muestran las glicoformas de reelina alterada para activar
su via de senfalizacion, probablemente se deba a una afinidad disminuida a
ApoER2, el principal receptor de reelina en el cerebro adulto. La reelina
interacciona con sus receptores bajo su forma dimérica, y hemos
comprobado que la reelina expresada en presencia del péptido AB resultd
ser menos eficiente en formar dimeros covalentes estables, viéndose
favorecida la aparicion de oligdmeros de gran tamano, lo que probablemente
determina un impedimento en la interaccion con su receptor. De igual modo,
la reelina presente en la corteza de personas con Alzheimer muestra la
misma tendencia de formar complejos oligoméricos distintos de los dimeros
funcionales. En resumen, los resultados que hemos obtenido en este trabajo
sugieren que en el cerebro de sujetos con Alzheimer, a pesar de contar con
niveles elevados de la reelina, ésta no resultaria funcional, viéndose
comprometida su ruta de sefalizacion. Esta alteracién podria contribuir al
progreso de la enfermedad, y demuestra la influencia nociva que tiene el
péptido AB sobre la glicosilacion y la funcionalidad de la reelina.
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Abstract

Reelin is a signaling protein increasingly associated with the pathogenesis of Alzheimer's disease that relevantly
modulates tau phosphorylation. We have previously demonstrated that B-amyloid peptide (AB) alters reelin
expression. We have now attempted to determine whether abnormal reelin triggered by AB will result in signaling
malfunction, contributing to the pathogenic process. Here, we show that reelin forms induced by B-amyloid are less
capable of down-regulating tau phosphorylation via disabled-1 and GSK3p kinase. We also demonstrate that the
scaffold protein 14-3-3 that increases tau phosphorylation by modulating GSK3B activity, is up-regulated during
defective reelin signaling. Binding of reelin to its receptor, mainly ApoER?2 in the brain, relays the signal into the cell.
We associate the impaired reelin signaling with inefficiency of reelin in forming active homodimers and decreased
ability to bind efficiently to its receptor, ApoER2. More remarkably, reelin from Alzheimer cortex shows a tendency to
form large complexes instead of homodimers, the active form for signaling. Our results suggest that reelin expression
is altered by AB leading to impaired reelin signaling.
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Introduction pathology in transgenic AD mice [6]. Accordingly, Reelin

depletion has been reported in affected brain areas of AD

Increasing evidence suggests that Reelin expression is
altered in the Alzheimer's disease (AD) brain. Reelin is a
signaling protein which modulates synaptic function and
plasticity in the mature brain, and its signaling cascade can
control tau phosphorylation [1,2]. The binding of Reelin to the
transmembrane liporeceptors, apolipoprotein receptor 2
(ApoER2) or the very-low-density liporeceptor (VLDLR), relays
the signal into the cell via the adapter Dab1 (disabled-1),
initiating a cascade of intracytoplasmic events that ends with
limited phosphorylation of the microtubule-associated tau
protein, via inhibition of Glycogen synthase kinase 3 beta
(GSK3B) activity; for a review, see [3].

Pathological hyperphosphorylation and aggregation of tau,
concurrent with extracellular deposits of the B-amyloid protein
(AB), are features of AD. Lack of Reelin is associated with
increased tau phosphorylation [4], and mutations that prevent
the  Reelin-dependent induction of Dab1 tyrosine
phosphorylation also cause tau hyperphosphorylation [5].
Reduced Reelin expression has been shown to accelerate tau

PLOS ONE | www.plosone.org

subjects and B-amyloid transgenic mouse models [7,8].
However, ours and other studies have demonstrated an
increase in Reelin levels in the AD brain and in mice over-
expressing AB [9-12]. This could be induced by B-amyloid as
AR treatment elevates Reelin levels [11]. Increase in
expression of the Reelin gene has been confirmed in two
different AD cohorts [10,11], and has been associated with the
specific vulnerability of neurons to AD [13]. We also have
previously demonstrated that AR alters Reelin glycosylation,
resulting in a glycosylation pattern similar to that of Reelin from
cortex and cerebrospinal fluid (CSF) of AD patients [10,11].
The physiological consequences of alterations in Reelin
expression are still unclear.

We have now attempted to determine whether abnormal
Reelin triggered by AR treatment will result in signaling
malfunction. In a cellular system, we study if an altered form of
Reelin affects the Reelin signaling pathway, including Dab1,
GSK3pB and ultimately tau phosphorylation. We also illustrate
that AB-altered Reelin glycoforms alters intracellular levels of

August 2013 | Volume 8 | Issue 8 | e72297
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the scaffold protein 14-3-3, a protein which promotes
phosphorylated GSK3pB to remain active, suggesting that this
mechanism is also affected by impaired Reelin signaling.
Finally, we investigated whether abnormal Reelin fails to bind
ApoER2, the main brain receptor, and to form efficient
signaling homodimers. We further examined the ability of
Reelin species present in the AD brain to form homodimers.

Material and Methods

Collection of human brain samples

This study was approved by the ethics committee of the
Miguel Hernandez University and was carried out in
accordance with the Declaration of Helsinki. Brain samples
were obtained from the UIPA neurological tissue bank (Unidad
de Investigacion Proyecto Alzheimer, Madrid, Spain). After
neuropathological examination, sporadic AD cases were
categorized as stages V-VI of Braak and Braak (five cases; 66+
7 years). Samples from ND individuals (non-demented control
subjects; five cases; 73+ 2 years) corresponded to cases with
no clinical dementia and no evidence of brain pathology. The
mean postmortem interval of the tissue was 6 h, with no
significant difference between each group of samples.

Preparation of human brain samples

Samples (0.2 g) of human frontal cortex were homogenized
(10% wi/v) in 50 mM Tris-HCI, pH 7.4 / 150 mM NaCl/0.5%
Triton X-100/0.5% Nonidet P-40 containing a cocktail of
proteinase inhibitors (10,11). The homogenates were sonicated
and centrifuged at 20,000xg at 4° C for 20 min; the supernatant
was collected and frozen at -80° C. When samples were
prepared for native-blue electrophoresis, the solubilization
buffer contained 25 mM Bis-Tris pH 7.0, 0.5% n-dodecyl-beta
D-maltoside (DDM), 20% glycerol.

Cell cultures

SH-SY5Y cells were seeded in 75cm? flasks at a density of
7x10° cells/flask and cultured in DMEM supplemented with
Glutamax (Invitrogen), 10% heat-inactivated fetal calf serum,
100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin. To
differentiate the cells, serum was reduced to 3% and 10 uM all-
trans-retinoic acid (Sigma) was added for 5 consecutive days.
Following this, serum was further reduced to 0.5% and 50
ng/ml of brain-derived neurotrophic factor (BDNF; Sigma) was
added for the remaining culture period. Suspensions of B-
amyloid 1-42 (AB42) or scrambled control peptide (ABsc;
AIAEGDSHVLKEGAYMEIFDVQGHVFGGKIFRVVDLGSHNVA
) (both from American Peptide Company Inc.) dissolved in
sterilized distilled water at a concentration of 1 mg/mL, were
added one day after BDNF incubation at a final concentration
of 10 yM, and this treatment was repeated 2 days later. The
cell medium was no longer changed. Cells were cultured in
presence of AB42 or ABsc for 4 consecutive days. In some
experiments, cells were treated with a lower dose of 1 uM
AB42. Alternatively, cells were also treated for 24 h with 100
UM of deoxymannojirimycin (DMJ, Tocris) instead of AB.
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SH-SY5Y cells cultured in 96-well plates and treated as
previously described, were assessed for cell viability using the
tetrazolium assay (MTS; CellTiter 96® AQueous Assay,
Promega) according to the manufacturer’s instructions.

For primary cortical neuron cultures, cortical lobes from
E16.5 mice embryos were trypsinized and dissociated in
Hanks’ balanced salt solution (Life Technologies). Neurons
were plated onto 35-mm dishes (1.3x10¢ cells/dish) and
maintained in Neurobasal medium (Invitrogen) containing B27
supplements (GIBCO BRL), 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin and 2 mM glutamine. After 7 days, cortical
neurons were treated with Reelin for 1 h. Cells were washed
with Hank’s balanced salt solution (HBSS, Life Technologies)
and scraped into 6x SDS-PAGE sample buffer, heated at 100°
C for 5 min and cell lysates stored at -80° C.

Reelin preparation

Medium from untransfected SH-SY5Y cells treated with (or
without) AR was collected and centrifuged at 1,500xg for 5 min
(this pellet was reserved for Western blotting analysis). The
supernatant was filtered and concentrated using a Microcon
filter with a 100 kDa cutoff (Millipore) to obtain enriched Reelin
supernatants. Alternatively, in some cell media AR was
removed by immunoprecipitation with the anti-AB polyclonal
antibody 6E10 (Covance). Magnetic beads (PureProteome,
Millipore) were coupled to 6E10 following manufacturer's
instructions. The 6E10-beads were incubated with medium
from SH-SY5Y cells treated with (or without) AR for 4 h at 4" C,
then centrifuged at 500xg and the supernatant fraction re-
incubated with fresh magnetic 6E10-beads at the same
conditions. Immunocomplexes  were separated by
centrifugation and AB content was determined in the unbound
fraction. These two successive incubations with the anti-AB
beads ensured that most of the peptide in the samples was
removed.

Cell adhesion assay

Six-well plates were treated with nitrocellulose dissolved in
methanol and left to dry. Then, wells were coated with equal
amounts of Cont-Reelin or AB-Reelin, and left overnight at 37°
C. SH-SY5Y cells were plated and, after 2 h incubation, cells
were washed extensively with Phosphate buffered saline. The
remaining cells were counted. In some experiments Cont-
Reelin was pre-incubated with the CR50 antibodies (20 pg/mL)
for 1 h before coating.

Western Blotting and antibodies

For Reelin detection brain extracts (30 pg) or SH-SY5Y
supernatant samples (30 pl) were boiled for 3 min, and then
resolved on 6% SDS-polyacrylamide gels (SDS-PAGE).
Proteins were blotted onto nitrocellulose membranes and
incubated with the anti-Reelin 142 antibody (1:500 dilution,
Merck Millipore). Electrophoresis was allowed to proceed at a
voltage that prevented excessive heat generation that affects
Reelin detection [10,14]. As Reelin content varied broadly
between different brain extracts, preliminary analysis was
performed to ensure that the immunodetection signals lie within
a linear range. For detection of other proteins, extracts from
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cultured neurons (15-25 pl) were boiled for 5 min in SDS-PAGE
sample buffer. Levels of total tau (1:10000 dilution;
DakoCytomation) and phospho-tau (AT8, Ser?®?, Innogenetics,
at 1:2000 dilution; PHF13, Ser®%, Abcam, at 1:2000 dilution)
were detected by Western blot following resolution on 10%
SDS-PAGE. Total GSK-3 (1:2000 dilution; Abcam), GSK3ser9
(1:2000 dilution; Abcam) and Dab1 (1:2000 dilution; Exalpha
Biologicals, Inc) were resolved on 7.5% SDS-PAGE.
PhosphoBlocker (5% from Cell Biolabs, Inc) was used to block
membranes for phosphorylated proteins, and the 4G10
Platinum anti-phosphotyrosine antibody (1:2000 dilution; Merck
Millipore) was used to detect phosphorylated tyrosines. The
immunoreactivity of phosphorylated isoforms of Dab1, GSK-3
and tau were normalized to total levels of the respective
protein; a-tubulin (Sigma-Aldrich) also served as a loading
control. AB peptide from the supernatant of cells were analyzed
by 10% Tris-tricine SDS-PAGE and detected with the anti-
human AR antibody 4G8 (1:4000 dilution; Covance Research).
For blue-native gel electrophoresis, samples were not boiled
and electrophoresis was performed as previously described
[15], using NativeMark™ Unstained Protein Standards (Life
Techologies) as molecular weight marker. The signal was
visualized by ECL (GE Healthcare Life Science) and analyzed
using Science Lab Image Gauge v 3.0 software (Fuijifilm).

The anti-Reelin CR50 antibody (MBL Int. Corp.) was used at
15ul/ml and incubated for 1 h with media containing Reelin to
neutralize its function.

Sucrose gradients

Reelin complexes were fractionated by ultracentrifugation at
150,000%g in a continuous sucrose gradient (5-20% w/v) for 18
hr at 4° C in a Beckman SW41 rotor. Brain extracts (~700 pl)
were carefully loaded onto the top of the gradient containing 10
ml of 0.5 M NaCl, 50 mM MgCl, and 0.5% (w/v) Triton X-100, in
50 mM Tris-HCI (pH 7.4). After centrifugation, the bottom of the
tubes were punctured and 30-32 fractions were collected.
Enzymes markers of known sedimentation coefficient (f-
galactosidase, catalase and alkaline phosphatase) were used
in the gradients to determine the approximate sedimentation
coefficients.

Lectin binding analysis of Reelin

Aliquots of brain extracts and SH-SY5Y cell medium were
mixed with 40 pl of immobilized lectins Con A (lectin from
Canavalia ensiformis) and LCA (lectin from Lens culinaris
agglutinin, both from Sigma-Aldrich) that recognize mannosyl
residues, with each lectin having subtle differences in their
structure. Con A binds mannose, while LCA also interacts with
a-mannosyl residues of N-linked sugar chains while also
requiring the presence of a fucose residue bound to the C-6
hydroxyl group of the GIcNAc at the reducing end for strong
binding [16]. The Reelin-lectin mixture was incubated overnight
at 4° C with gentle mixing; unbound Reelin was separated by
centrifugation and examined by Western blotting.

ApoER2-binding assay

Extracts from HEK-293 cells transfected with full-length
mouse ApoER2 tagged with EGFP (gift from J. Nimpf) were
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incubated with an anti-GFP antibody immobilised in Sepharose
(Abcam) for 4 h. Immobilized ApoER2-GFP was then incubated
overnight with Reelin-enriched supernatants from Ap-treated
SH-SY5Y cells. Bound proteins were washed and both bound
and unbound fractions were subject to Western blot analysis.

Statistical analysis

Data are expressed as means + SEM. Data were analyzed
using SigmaStat (Version 2.0; SPSS Inc.) by Student’s t-test
(two tailed) or by one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by Tukey test for pair-wise comparisons. Statistical
significance was designated as p < 0.05.

Results

Abnormal AB-Reelin fails to reduce tau
phosphorylation

To assess the ability of altered Reelin expressed in presence
of B-amyloid to activate its signaling cascade we used Reelin
from an in vitro cell model. We have previously described that
treatment of SH-SY5Y neuroblastoma cells with AP42
influences Reelin expression and induces changes in Reelin
glycosylation that resemble Reelin glycoforms observed in AD
brain [11]. Secreted Reelin was collected from untransfected
SH-SY5Y cells treated without (Cont-Reelin) or with AB42 (AB-
Reelin). Most of the soluble AR42 oligomers were removed
during the centrifugation and posterior filtration process, and
only traces of the peptide were resolved in fractions of the
Reelin enriched supernatant, after SDS-PAGE and Western
blotting (Figure S1A). Alternatively, AR was further depleted by
two cycles of immunoprecipitation with the antibody 6E10; as a
result of this, traces of AR were undetectable (Figure S1A). To
avoid differences in the amount of Reelin obtained from SH-
SY5Y-treated cells, the 420 kDa band from Cont-Reelin and
AB-Reelin was quantified by Western blots and equalized. We
first corroborated that secreted Cont-Reelin and AB-Reelin
display differences in glycosylation and have different binding
affinities to Con A and LCA, as we previously found in Reelin
from human brain extracts [11]. Alteration in Reelin
glycosylation was demonstrated by a lectin-binding assay
based on lectins that recognize mannosyl residues, but which
have subtle differences in their structure [16]. Western blot
analysis of the Con A unbound-protein fraction indicated higher
affinity for secreted Cont-Reelin (a low Reelin immunoreactivity
in the unbound fraction indicates high affinity for the lectin) than
for AB-Reelin, whereas AB-Reelin displays higher affinity to
LCA (Figure S1B).

Then, we determined if the changes in Reelin glycosylation
by AB alter Reelin capacity to control tau phosphorylation.
Mouse primary cortical cultures were treated with similar
amounts of enriched Cont-Reelin or AB-Reelin preparations.
Cont-Reelin decreases phosphorylation of tau, compared to
non-treated neurons, whereas neurons treated with AB-Reelin
leads to an increase in tau phosphorylation, estimated by the
anti-phospho-tau antibodies AT8 (Ser?®?) and PHF13 (Ser®,
an epitope phosphorylated by GSK3p, see 17), (Figure 1). AB-
Reelin obtained from SH-SY5Y cells treated with 1 yM AB42
also fails to reduce tau phosphorylation. Moreover, AB-Reelin
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Figure 1. AB-Reelin fails to reduce tau phosphorylation. Levels of phospho-tau (P-tau; antibodies AT8 and PHF13) and total
tau were calculated in primary mouse cortical neuron cultures treated with similar amounts of Reelin obtained from SH-SY5Y cells
treated with O (control, C-Reel), 1 or 10 uM of AB42 (AB-Reel), or scrambled AB42 peptide (ABsc-Reel; 10 uM) (at least n= 6, from 3
independent experiments). The comparison with non-treated cultures (No Reel) is also shown. In some experiments Cont-Reelin
was pre-incubated with the antibody CR50 (15 pg/ml) for 1 h prior to treatment (n=3). Neuronal cultures were also incubated with
Reelin glycoforms obtained from SH-SY5Y cells treated with 0 (control, C-Reel) or 100 uM of the mannosidase inhibitor DMJ (DMJ-

Reel) (n= 6, from 2 independent experiments). The data represent the percentages of variation (means *

SEM) with respect to

values determined for C-Reel treated cells. Data were analyzed using ANOVA analysis of variance, followed by Tukey test to
compare all groups. *Significantly different (p < 0.05) from C-Reel treated cells.

doi: 10.1371/journal.pone.0072297.9001

from SH-SY5Y cells treated with 10 uM AB42 and obtained
after immunodepletion of the AR peptide, also increases tau
phosphorylation (not shown). The changes in tau
phosphorylation driven by treatment with ABsc were similar to
those detected in cells treated with Cont-Reelin. When neurons
were treated with Reelin in the presence of the CR50, an anti-
Reelin antibody which neutralizes Reelin [18,19], the
phosphorylation levels of tau increases, confirming that the
observed effects are Reelin dependent (Figure 1).

However, we cannot discard that undetectable traces of AR
could affect directly tau phosphorylation in our cell system. To
further confirm that changes in Reelin glycosylation can itself
be responsible of impaired Reelin signaling, we employed also
a different strategy to modify Reelin glycosylation. SH-SY5Y
cells were treated with deoxymannojirimycin (DMJ), an inhibitor
of endoplasmic reticulum mannosidases and Golgi
mannosidase |. Neurons treated with altered Reelin glycoforms
induced by DMJ also fail to reduce tau phosphorylation (Figure
1). These results confirm that altered Reelin glycosylation
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compromises its
phosphorylation.

Reelin initiates a cytosolic kinase pathway which includes
phosphorylation of the Dab1 protein and phosphorylation of
GSK3p at serine 9, which suppresses its activity, preventing
hyperphosphorylation of tau [20]. Accordingly with the lack of
modulation of tau phosphorylation, neurons treated with AB-
Reelin show a decrease in phosphorylation of Dab1, as well as
in phosphorylation of GSK3p at serine 9 (Figure 2).

biological role of modulating tau

Involvement of the protein 14-3-3 in the AB-Reelin
signaling

Tau and GSK3p form a complex where 14-3-3, a phospho-
serine binding protein, may play a role by acting as bridge
between these proteins. The 14-3-3 protein enhances tau
phosphorylation by GSK3B favoring that GSK3p
phosphorylated at serine 9 remains active and phosphorylates
tau [21,22]. We have observed that the levels of 14-3-3 are

August 2013 | Volume 8 | Issue 8 | 72297



N
& @);ZQ <& 110 P-Dab1/Dab1
NSRRGSR
9 1004 * o«
Shammee wr o
60
2
S WaEeeEEs
= OXo Reel C-Reel C-Reel Ap-Reel
" " +CR50
2NN NX (2
AP AN
o KXY 125, GSK3Psero/GSK3
2 ea - 100
o w—— .- 75 " * 5
& %
[G] 50
Q
) .. -‘ = 8 25
g 0 No Reel C-Reel C-Reel AB-Reel

+CR50

Figure 2. AB-Reelin fails to induce phosphorylation of
Dab1 and GSK3B. Total cell lysates from primary mouse
cortical neuron cultures treated without Reelin (No Reel) or with
similar amounts of Reelin obtained from SH-SY5Y cells treated
with 0 (control, C-Reel) or 10 uM of AB42 (AB-Reel) were
probed with antibodies specific for total Dab1 and anti-
phosphotyrosine Dab1 (P-Dab1), and GSK3B phosphorylated
at serine 9 and total GSK3p. Levels of phosphorylated Dab1,
GSK3B and tau were normalized to total Dab1, and GSK3p
levels and tau respectively (n= 5 independent experiments for
Dab1, GSK3B; n= 3 independent experiments for CR50). Data
(means + SEM) were analyzed using ANOVA analysis of
variance, followed by Tukey test to compare all groups.
*Significantly different (p < 0.05) from C-Reel treated cells.

doi: 10.1371/journal.pone.0072297.g002

significantly higher in cells treated with AB-Reelin compared to
Cont-Reelin (Figure 3). Interestingly, neurons treated with AB-
Reelin display similar 14-3-3 levels to those treated with the
antibody CR50, which inhibits Reelin function. Our data
indicate that 14-3-3 could be part of the Reelin signaling
pathway, and suggests that this mechanism is also affected by
the impaired Reelin signaling, and may contribute to the
increment of tau phosphorylation.

AB-induced Reelin species fail to form physiologically
active dimers and bind less efficiently to ApoER2

Reelin dimer formation is required for the full biological
activity of the protein and to transduce its signaling [23,24].
Secreted disulfide-linked homodimer of Reelin are the forms
found in vivo in brain and plasma [14,25,26]. Non-covalent
(mainly electrostatic) interactions, also participate in the
formation of functional Reelin dimers; but large complexes
based only in electrostatic interactions fail to transduce
signaling [24,25]. Thus, we next analyzed if the ability of Reelin
to dimerize is affected when the protein is expressed in
presence of AB. Supernatants containing Cont-Reelin or AB-
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Figure 3. Increased 14-3-3 levels in neurons treated with
AB-Reelin. Primary neurons were treated without Reelin (No
Reel) or with Cont-Reelin (C-Reel) or AB-Reelin (AB-Reel), or
Cont-Reelin pre-incubated with the antibody CR50 as
described in Figure 1; and cell lysates were probed for 14-3-3
and normalized respect to total tau levels (n=3 independent
experiments, values are means + SEM). *Significantly different
(p < 0.05) from C-Reel treated cells.

doi: 10.1371/journal.pone.0072297.g003

Reelin were prepared for Western blotting in the presence and
absence of SDS and B-mercaptoethanol in the sample buffer
during the denaturation step, and then, both the stacking and
resolving gel were examined. When disulfide bonds were not
reduced Cont-Reelin failed to enter the SDS-PAGE resolving
gel and most material remained at the top of the stacking gel;
while AB-Reelin was resolved as monomer bands of 420, 310
and 180 kDa (Figure 4A), indicating that Reelin present in AD
brain may not have capacity to form covalent dimers. Previous
studies have also used a cell adhesion assay to demonstrate
Reelin homophilic interaction [25]. In our experiments, cells
plated in dishes coated previously with AB-Reelin attach in a
lesser number than when dishes are coated with Cont-Reelin,
indicating an impaired homophilic interaction for abnormal
Reelin (Figure S2). Altogether, these results indicate that
covalent dimerization is impaired in AB-Reelin.

We also examined if failure of Reelin to form dimers affects
its capacity to bind ApoER2. This Reelin-ApoER2 interaction
was examined by an ApoER2 binding assay using recombinant
ApoER2. While both AB-Reelin and Cont-Reelin were able to
bind recombinant ApoER2, AB-Reelin had decreased binding
capacity (Figure 4B).

Reelin from AD brain fails to form physiologically
active dimers

While several studies have determined Reelin levels in AD
brain and CSF, Reelin functionality has not been determined.
Therefore, we examined Reelin isolated from the frontal cortex
of AD subjects by blue native-PAGE to determine if these form
homodimers or instead form larger inactive complexes.
Complexes were extracted in assay buffer containing 0.5%
DDM [27]. In ND (non-demented) brain extracts, as expected, a
band was identified at ~450 kDa, representing the full-length
protein, together with a high molecular mass band of ~800 kDa,
probably corresponding to dimers of Reelin (Figure 5A).
However, in the AD brain Reelin complexes appeared from
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Figure 4. B-Amyloid compromises Reelin dimerization and affinity for ApoER2. (A) AB-induced Reelin cannot form covalent
homodimers. Cont-Reelin or AB-Reelin glycoforms were denatured in the presence or absence of SDS/B-mercaptoethanol (BME)
and subjected to SDS-PAGE followed by immunoblotting with anti-Reelin antibody (representative blots from 4 different experiments
are shown). (B) Immobilized ApoER2 was incubated with enriched soluble-Reelin supernatant obtained from untransfected SH-
SY5Y cells treated with O (control, C-Reel) or 10 uM Reelin (AB-Reel), and the precipitated protein (IP or bound) fractions were
assessed by immunoblotting with an anti-Reelin antibody. The average percentage of the 420-kDa Reelin binding to immobilized
ApoER2, expressed as meant SEM of 4 independent determinations, is shown. Reelin which did not bind to ApoER2 (unb) is also
shown. t-Test; *p< 0.05.

doi: 10.1371/journal.pone.0072297.g004
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Figure 5. Reelin from AD cortex form large complexes. (A) Brain Reelin complexes from frontal cortex of ND and AD subjects
(extracted in buffer containing 0.5% DDM) were analyzed by blue native-PAGE. * Asterisks indicate presence of intermediate and
large Reelin complexes in AD samples. (B) Reelin extracted from frontal cortex of the same ND and AD subjects in presence of
Triton X-100/Nonidet P-40 were applied to 5-20% sucrose density gradients (fractions were collected from the bottom of each tube).
Aliquots from odd numbered fractions were immunoblotted for Reelin under denaturing conditions with the anti N-terminal Reelin
antibody 142, which allows identification of the full-length 420 kDa Reelin and the two N-terminal 310 and 180-kDa fragments.
Enzymes of known sedimentation coefficient, B-galactosidase (G, 16.0S; MW~ 540 kDa), catalase (C, 11.4S; MW~ 232 kDa) and
alkaline phosphatase (P, 6.1S; MW ~ 140-160 kDa) were used as internal markers. (C) The same brain extracts were analyzed by
lectin binding using Con A and LCA. The unbound Reelin glycoforms were determined by Western blotting (right panels).
Representative cases from five independent experiments are shown.

doi: 10.1371/journal.pone.0072297.g005

~450 to ~1400 kDa, with several Reelin immunoreactive bands
corresponding to intermediates and large complexes (Figure
5A).

The Reelin complexes were further characterized by
sedimentation analysis. Triton X-100/Nonidet P-40 extracts
from the frontal cortex of AD and ND subjects were also

PLOS ONE | www.plosone.org

-62 -

fractionated on sucrose density gradients and resolved by
Western blotted under denaturing conditions in order to
characterize the full-length 420 kDa Reelin and the two N-
terminal 310 and 180-kDa fragments. Reelin from AD extracts
sediments in denser fractions than Reelin from ND extracts
(Figure 5B). In the AD brain, Reelin forms complexes of higher
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molecular mass than the functional homodimers present in the
non-pathological condition, and this could lead to an impaired
capacity to bind correctly to its receptor. We have previously
demonstrated altered Reelin expression as the result of an
altered glycosylation pattern of the protein in the AD frontal
cortex [10,11]. We corroborated that Reelin glycoforms
extracted from ND brain cortex bind strongly to Con A than to
LCA (decreased Reelin immunoreactivity); whereas in AD
samples Reelin glycoforms have similar or higher affinity for
LCA compared to Con A (Figure 5C).

Discussion

Levels of Reelin in AD cortex have been analyzed due to its
important role in modulation of synaptic transmission and tau
hyperphosphorylation, both significantly altered in this disease.
An efficient Reelin signaling cascade controls tau
phosphorylation, thus a reduction in Reelin may favor
progression of the disease. However, AB treatment elevates
Reelin levels and alters its glycosylation [11]. The
physiopathological significance of an increased expression of
altered species of Reelin in affected brain regions from AD
patients remains unclear; and evaluation of its levels by
Western blotting or immunohistochemistry alone, will not
determine the correct function of the protein. Our present
results indicate that AB compromises Reelin biological function
by altering binding affinities to its receptor. Therefore, in spite
of potential increased levels of the protein, this Reelin should
result nonfunctional and Reelin signaling ends impaired in the
AD brain.

Our data indicate that Reelin present in AD brain it is not
capable of forming active homodimers. The possibility that
Reelin binds to itself was proposed [25], and demonstrated in
vivo [14,26]. Indeed, covalent homodimers of Reelin are the
functional units which interact with receptors [23]. The covalent
bond could be via a unique cysteine residue in the central
region of Reelin [24]. N-terminal Reelin fragments form large
but unstable assemblies that do not induce efficient
phosphorylation of Dab1 [26]. The sedimentation analysis
demonstrates differences between Reelin species extracted
from AD and ND brains. Changes in glycosylation
characterized in Reelin extracted from AD brain may result in
abnormal homophilic interaction of altered Reelin glycoforms
forming inactive high molecular mass complexes. Changes in
glycosylation may also affect Reelin/ApoER2 interactions.

Our data indicate that abnormal Reelin species, triggered by
AB treatment, are inefficient in activating the signaling cascade
and in controlling tau phosphorylation. Abnormal Reelin
species fail to form active dimers and to bind properly to
ApoER2. Interestingly, aberrant Reelin present in the AD brain
form large complexes instead of dimers. Thus, abnormal Reelin
species may interact with normal forms of the protein, possibly
sequestering these to form oligomeric complexes but not
physiologically active dimers (Figure 6). Therefore, despite an
increase in the total amount of Reelin in the AD brain, less
active Reelin may be available. We have also reported in the
Tg2576 APP mice increased levels of Reelin [11]. In view of
our present results the amount of active (dimers) and inactive
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(large complexes) Reelin should be analyze in this and others
mice models of AR over-expression. Furthermore, an increase
in abnormal Reelin would result in less activation of the Reelin
signaling pathway and could contribute to the generation of a
vicious cycle, where Reelin up-regulation may be driven by a
chronic failure in Reelin signaling. Up-regulation of proteins in
response to chronic inhibition is a recognized phenomenon
documented for several proteins [28-30].

Alternative consequences for the lack of modulation of tau
phosphorylation by AB-Reelin signaling have also been
considered. We have demonstrated that neurons treated with
AB-Reelin display an increase in the scaffold protein 14-3-3, a
protein that only when is present maintains GSK3p
phosphorylated at serine 9 active and this phosphorylates tau
[22]. Whether changes in 14-3-3 levels are part of a
compensatory system of the complex tau-GSK3p to regulate
GSK3B activity, or directly respond to Reelin signaling through
ApoER?2 or other receptors remain to be elucidated (Figure 6).
Interestingly, it has been shown in platelets that 14-3-3 is
translocated to the cytoskeleton after ApoER2 activation [31].
Moreover, Reelin coreceptors, members of the family of
cadherin-related neuronal receptors (CNRs) [32] or integrins
[33] have been proposed to be involved in the Reelin pathway;
however it has also been demonstrated that Reelin binding to
ApoER? itself seems to be sufficient to transmit the signal and
does not appear to require any other coreceptor [23]. However,
we cannot exclude that such coreceptors participate in other
cellular events induced by Reelin binding, including regulation
of the 14-3-3 protein. Indeed, 14-3-3 levels can be modulated
by integrins [34]. Furthermore, several isoforms of 14-3-3 have
been found to be increased in the brains of patients with AD
[35], and a recent proteomic approach confirms that 14-3-3 can
be a disease-specific protein in AD [36]. Our data indicate that
intracellular 14-3-3 levels are similar in cultures treated with
either altered glycoforms of Reelin or with Reelin blocked by
the CR50 antibody, demonstrating further that altered Reelin
glycoforms may sequester active Reelin.

Our previous studies illustrated altered Reelin glycosylation
in cells treated with AB using immobilized Con A and LCA and
a LCA gel-shift assay [11]. Abnormal Reelin species also
resemble Reelin detected in the AD brain in altered
glycosylation pattern. We have no direct evidence that AR
mediates changes in Reelin glycosylation compromise Reelin
functionality, since it is likely that other cellular components are
present in our Reelin-enriched fractions, and particularly AB.
Similarly, we presume that oligomeric AB is the specie that
affects the glycosylation of Reelin; however, under the
conditions of our cellular experiments, we cannot differentiate if
this effect is due to monomeric, oligomeric AR or fibers.
Moreover, it is possible that AB itself adversely affects Reelin
signaling (Figure 6). Further studies addressing the possibility
that AB (monomers or oligomers) interacts directly with Reelin
are warranted. Nonetheless, an impaired ability of Reelin to
modulate tau phosphorylation was also exhibited by altered
Reelin glycoforms induced by DMJ, an inhibitor of
mannosidase. Thus, we favor the hypothesis that alterations in
Reelin glycosylation affect the ability to form active dimers, bind
the receptor and control the extent to which the tau protein is
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Figure 6. Schematic model of the impaired Reelin signaling in AD. B-Amyloid triggers changes in Reelin glycosylation
impairing its ability to form active covalent homodimers. Accordingly, altered Reelin complexes display a reduced efficiency to bind
the ApoER2 receptor, fail to induce efficient tyrosine phosphorylation of Dab1, and to transduce the signaling pathway that
modulates tau phosphorylation by inhibition of GSK3. Soluble AB can also contribute to the impaired ability of Reelin to activate its
signaling cascade. An imbalance in 14-3-3 levels is also triggered by the inefficient Reelin signaling.

doi: 10.1371/journal.pone.0072297.g006

phosphorylated. Discrete changes in the glycosylation profile of
key brain proteins could have a critical impact in their function.
Indeed, APP (the amyloid-precursor protein) glycosylation can
modulate its metabolic turnover [37]. Glycosylation also
modulates the function of B-secretase [38] and y-secretase
[39], and the processing of ApoER2 by y-secretase [40]. In
addition, glycosylation has been shown to play a role in
modulating the hyperphosphorylation status of tau [41] and the
maintenance of paired helical filaments [42]. The physiological
relevance of the change in the glycosylation profile for key AD
proteins including Reelin is clear; however the mechanism
through which AB affects the glycosylation of Reelin warrants
further study.

In conclusion, we present evidence of the abnormal
dimerization of Reelin in the AD brain which suggests an
altered signaling in vivo. We have shown that AB induces
expression of abnormal (non physiologically efficient) Reelin
species, resulting in impaired Reelin signaling. Our data
associates AB and tau phosphorylation dysregulation through
Reelin and raises the possibility that Reelin directly contributes
to the progress of AD pathology.

Supporting Information

Figure S1. AB42 induces changes in secreted Reelin from
cultured cells.
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(A) AB content was measured in the cell medium from non-
treated (NT) or AB-treated SH-SY5Y cells before and after
preparation procedures, and compared with the amount found
in the pellet of the cell medium obtained before filtration. The
AB was depleted of enriched Reelin fraction by filtration/
concentration  (filtration) and alternatively by ulterior
immunoprecipitation (IP) with anti-AB antibody 6E10. There
was a neglected amount of the peptide in Reelin enriched
concentrates obtained from cell supernatants treated with 1 uM
AB42 (blot not shown). Positions of the molecular-weight (MW)
markers are shown. There was no significant cell death in
cultures treated with 10 uM AB42, as evaluated by the MTS
assay (13 £5% reduction, p= 0.2), and only marginal cell death
was estimated in cells treated with 10 pM AB42 (28 +4%
reduction, p= 0.008). (B) The glycosylation status of secreted
Reelin from Ap42-treated SH-SYSY cells was analyzed by a
lectin-binding assay. Comparison of the pattern of unbound
Reelin to Con A or LCA are shown from representative cases
of Cont-Reelin (C-Reel) and Ap-Reelin (AB-Reel)
(representative cases from 4 independent experiments are
shown).

(TIF)

Figure S2.
Reelin.

Representative photographs of cells attached to a well coated
coated without Reelin (No Reel) or with Cont-Reelin (C-Reel),

Impaired Reelin-mediated ¢ capacity of AB-
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AB-Reelin (AB-Reel) or Cont-Reelin preincubated with CR50
antibody. The histogram shows the number of cells in each
case normalized to Cont-Reelin, which was scored as 100 (n=5
independent experiments, values are means + SEM). t-Test *p
<0.05, **p <0.01.

(TIF)
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OBJETIVO 2. “El procesamiento del receptor de la reelina, AboER2,
mediado por la y-secretasa esta implicado en la expresion de
la propia reelina”

Balmaceda V, Cuchillo-Ibanez I, Pujadas L, Garcia-Ayllon MS, Saura CA, Nimpf J, Soriano E,

Saez-Valero J. ApoER2 processing by presenilin-1 modulates reelin expresion. FASEB J., 2013;
doi:10.1096/fj.13-239350f.13-239350

Sinopsis:

La transduccién celular de la reelina comienza con la unién a su receptor ApoER2,
una proteina de transmembrana tipo | perteneciente a la familia de receptores de
lipoproteinas de baja densidad. La union de la reelina induce el procesamiento secuencial
del ApoER2, que esta mediado por la a-secretasa y la y-secretasa, enzimas que también
ejecutan el procesamiento del precursor amiloide APP y de otras proteinas de
transmembrana tipo I. El procesamiento proteolitico de esta familia de receptores no sélo
controla la presencia del receptor en la superficie celular, sino que también tiene la
capacidad de modular diversos procesos celulares involucrados en la transcripcion
genética. En este trabajo hemos observado que la actividad proteolitica de la y-secretasa
sobre el receptor ApoER2 también afecta a los niveles transcripcionales y proteicos de la
propia reelina. En el cerebro de ratones knock-out de PS1, la subunidad catalitica de la y-
secretasa que genera un fragmento intracelular del ApoER2, hemos detectado un
aumento en la expresion de la reelina. El uso de una linea celular neuronal nos ha
permitido modular in vitro los niveles de la reelina, tanto por la inhibicion farmacol6gica de
la actividad y-secretasa, como también, mediante la sobreexpresion del receptor ApoER2.
Atribuimos que dicha modulacién se debe no sélo al propio procesamiento por endocitosis
de receptor y ligando, el cual ocurre tras la unién de la reelina, sino también a

mecanismos que suceden a nivel genético.

Hemos detectado la presencia del fragmento intracelular del ApoER2, producto del corte
de la y-secretasa, en el nucleo celular donde interacciona de forma directa con la region
promotora del gen de la reelina. Empleando un sistema reportero acoplado al promotor de
la reelina, hemos observado que el fragmento intracelular del ApoER2 es capaz de
modular la expresion de dicho promotor. Consecuentemente, el tratamiento de los cultivos

celulares con un inhibidor de la actividad y-secretasa disminuye los niveles del fragmento
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intracelular del ApoER2 en el nudcleo celular e incrementa la actividad del sistema
reportero. Estos resultados nos revelan un mecanismo que regula expresion de la reelina
en donde interviene la actividad proteolitica de la y-secretasa. La auto-regulacion de la
reelina mediada por el procesamiento del ApoER2 no habia sido estudiada hasta la fecha,
ya que casi siempre se habia considerado el efecto biolégico de la reelina sobre células
distintas a aquellas que la secretan. Este efecto auto-regulador aparece como un
mecanismo biolégico que puede intervenir en procesos neuronales que estan modulados

por la senal de la reelina en el cerebro.

-70 -



Resultados

The FASEB Journal article fj.13-239350. Published online December 16, 2013.
The FASEB Journal « Research Communication

ApoER2 processing by presenilin-1 modulates

reelin expression

Valeria Balmaceda,*' Inmaculada Cuchillo-Ibanez,*" Lluis Pujadas,’k’t’§
Maria-Salud Garcia-Ayllén,*"| Carlos A. Saura,"! Johannes Nimpf,”
Eduardo Soriano,"*¥ and Javier Saez-Valero* '

*Instituto de Neurociencias de Alicante, Universidad Miguel Hernandez-Consejo Superior de
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i Biologia Molecular, Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra, Spain; and *Max F. Perutz
Laboratories, Department of Medical Biochemistry, Medical University of Vienna, Vienna, Austria

ABSTRACT The reelin signaling protein and its
downstream components have been associated with
synaptic plasticity and neurotransmission. The reelin
signaling pathway begins with the binding of reelin to
the transmembrane lipoprotein receptor apolipopro-
tein E receptor 2 (ApoER2), which in turns induces the
sequential cleavage of ApoER2 by the sequential action
of a- and vy-secretases. Using conditional-knockout
mice of the catalytic component of the +y-secretase
complex, presenilin 1 (PS1), we demonstrated in-
creased brain ApoER2 and reelin protein and transcript
levels, with no changes in the number of reelin-positive
cells. Using the human SH-SY5Y neuroblastoma cell
line, we showed that ApoER2 processing occurs in the
presence of PS1, producing an intracellular ApoER2
C-terminal fragment. In addition, the pharmacologic
inhibition of vy-secretase in SH-SY5Y cells led to in-
creased reelin levels. Overexpression of ApoER2 de-
creased reelin mRNA levels in these cells. A luciferase
reporter gene assay and nuclear fractionation con-
firmed that increased amounts of intracellular frag-
ment of ApoER2 suppressed reelin expression at a
transcriptional level. Chromatin immunoprecipitation
experiments corroborated that the intracellular frag-
ment of ApoER2 bound to the RELN promoter region.
Our study suggests that PS1/y-secretase-dependent
processing of the reelin receptor ApoER2 inhibits

Abbreviations: AB, B-amyloid; AcH2B, acetylated histone
H2B; AD, Alzheimer’s disease; ApoER2, apolipoprotein E
receptor 2; APP, B-amyloid precursor protein; cDKO, condi-
tional double knockout; ChIP, chromatin immunoprecipita-
tion; cKO, conditional knockout; CTF, C-terminal fragment;
Dabl, Disabled-1; DAPT, N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-l-ala-
nyl]-$-phenylglycine ¢butyl ester; DMSO, dimethyl sulfoxide;
1CD, intracellular domain; MTS, tetrazolium; NGS, normal
goat serum; PB, phosphate buffer; PBS, phosphate-buffered
saline; PF, paraformaldehyde; PS1, presenilin 1; VLDLR, very
low density liporeceptor

0892-6638/14/0028-0001 © FASEB

reelin expression and may regulate its signaling.—
Balmaceda, V., Cuchillo-Ibanez, 1., Pujadas, L., Garcia-
Ayllén, M.-S., Saura, C. A., Nimpf, J., Soriano, E.,
Saez-Valero, J. ApoER2 processing by presenilin-1 mod-
ulates reelin expression. FASEB J. 28, 000-000 (2014).
www.fasebj.org

Key Words: transeription « Alzheimer’s disease + Reelin

REELIN 1S A LARGE SIGNALING protein that plays an
important role in the adult brain, influencing neu-
rotransmission and synaptic plasticity, thereby favoring
memory formation. Indeed, normal reelin levels are
essential for some forms of long-term memory (1-3).
The reelin signaling pathway is initiated by binding of
reelin to transmembrane lipoprotein receptors: the
apolipoprotein E receptor 2 (ApoER2) and/or the very
low density liporeceptor (VLLDLR; refs. 4, 5). Binding of
reelin to its receptor relays the signal into the cell via
the adapter Disabled 1 (Dabl; refs. 6-8). Reelin-
dependent induction of Dabl tyrosine phosphorylation
triggers an intracellular kinase cascade that includes
the activation of the phosphatidyl-inositol-3-kinase
(PI3K) /Akt pathway and that ultimately inhibits glyco-
gen synthase kinase-33 (GSK-3(3), preventing hyper-
phosphorylation of the microtubule-associated protein
tau (9).

Disruption of reelin, Dabl, or both ApoERZ and
VLDLR leads to similar anatomic alterations during
brain development, resulting in a reeler phenotype (8,
10, 11). Downstream consequences of an impaired
reelin signaling pathway are well established during
brain development and become clearer in the adult

' Correspondence: Instituto de Neurociencias de Alicante,
Universidad Miguel Herndandez-CSIC, Av. Ramén y Cajal s/n,
E-03550 Sant Joan d’Alacant, Spain. E-mail: j.saez@umh.es

doi: 10.1096/£).13-239350
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(12). Afterward, it is important to determine the mech-
anisms of modulation and regulation of reelin signal-
ing, including putative autoregulatory mechanisms,
which control the expression and function of the reelin
protein level in normal and pathological conditions. In
this context, both reelin and ApoER2-soluble frag-
ments, resulting from proteolysis during receptor acti-
vation, may represent a putative autoregulatory mech-
anism by directly interfering in the binding of reelin to
its receptor (13-17).

In this study, we investigated whether modulation of
ApoER2, the major reelin receptor in the brain, influ-
ences reelin expression. We also studied the role of
presenilin 1 (PS1), the active proteolytic component of
the +y-secretase complex (18), in this modulation, in
that ApoER2 cleavage after its binding to reelin is
mediated by the sequential processing of the proteo-
lytic enzymes o- and y-secretases (19-21). Finally, we
studied the transcriptional activity of the intracellular
domain (ICD) fragment, generated by the process of
the ApoER2 C-terminal fragment (CTF) by y-secretase.

MATERIALS AND METHODS
PS1 conditional-knockout (PSI cKO) mice

Generation and characterization of the PSI ¢cKO mice have
been previously described (22). PSI conditional double-
knockout (cDKO) mice lack expression of PSI gene in
glutamatergic neurons of the forebrain in the postnatal stage
starting around P18. PSI cDKO mice (fPS1/fPS1;CaMKIla-
Cre) were obtained by crossing floxed PS1 (fPS1/fPS1) males
to PS1 cKO females (fPS1/fPS1;CaMKlIla-Cre). Mice used in
this study were age-matched littermate control (fPS1/fPSI)
and PSI cDKO (fPS1/fPS1; CaMKIla-Cre) mice (C57BL/6
background). Experimental procedures were conducted ac-
cording to the Animal and Human Ethics Committee of the
Universitat Autonoma de Barcelona (protocol CEEAH 475),
according to European Union guidelines.

Brain samples were collected from 3- to 4-mo-old PSI cKO
(n=10) and age-matched control littermates (n=10). No PS1
was detectable in the forebrain glutamatergic neurons of 2- to
3-mo-old mice, and no significant alterations in general
behavior, motor coordination, and exploratory anxiety were
observed. Brain cytoarchitecture, the number of neurons,
and morphology were also normal (22, 23).

Pharmacologic treatment of cells with the y-secretase
inhibitor DAPT

SH-SY5Y cells (2.2X10° cells/well) were grown on 12-well
plates for 24 h in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) plus GlutaMAX (Life Technologies, Inc., Paisley,
UK) supplemented with 10% fetal bovine serum (Life Tech-
nologies) and 100 pg/ml penicillin/streptomycin (Life Tech-
nologies). The cells were treated with 5 pM +y-secretase
inhibitor N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylgly-
cine tbutyl ester (DAPT; Calbiochem, Merck KGaA, Darm-
stadt, Germany) or the dimethyl sulfoxide (DMSO) vehicle.
After 22 h of treatment, the cells were washed twice with cold
phosphate-buffered saline (PBS) and resuspended in 100 pl
of ice-cold extraction buffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150
mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% (w:v) Nonidet P-40, and 0.5%
(w:v) Triton X-100, supplemented with a cocktail of protease
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inhibitors. The cell lysates were sonicated and centrifuged at
20,000 gat 4°C for 12 min, and extracts were frozen at —80°C
for future analysis. Alternatively, for analysis of the effect of
DAPT on reelin transcriptional activity, HEK293 cells were
used.

Cell viability was measured using the tetrazolium (MTS)
assay (CellTiter 96 A ,cous Assay; Promega, Southampton,
UK) according to the manufacturer’s instructions. SH-SY5Y
cells were cultured in 96-well plates (1.9%10* cells/well) and
treated with DAPT, as described previously. MTS was added
after DAPT treatment and the cells were incubated for 4 h
before viability was determined by measuring the absorbance
at 490 nm in a microplate reader (Infinite M200; Tecan,
Miannedorf, Switzerland).

ApoER2 and PS1 overexpression and luciferase reporter
assay

SH-SY5Y cells were transfected with a construct encoding
full-length ApoER2 (pEGFPN1-Mus musculus ApoER2). Alter-
native ApoER2 constructs were also used: ApoER2-myc, ex-
pressing the transmembrane and cytoplasmic domains (aa
825-963), and ApoER2-HA, expressing only the cytoplasmic
domain (aa 728-842) (both generously provided by Dr. W.
Rebeck, Georgetown University Medical Center, Washington,
D.C., USA; see refs. 24, 25). Alternatively, SH-SY5Y cells were
transfected with a construct encoding human full-length PS1
(26). Empty vectors (Promega) were used as the control. Cells
(6.5X10° cells/well) were grown in 6-well plates and trans-
fected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen; Life Technolo-
gies), according to the manufacturer’s instructions. After 2
days in culture, the cells and culture supernatants were
separately harvested. The cell culture supernatants were
cleared by centrifugation for 10 min, 5000 gat 4°C. The cells
were extracted as described previously, and ApoER2 levels
were assayed by Western blot to determine transfection
efficiency.

For the luciferase reporter assay, the SH-SY5Y cells were
transfected with a pGL3 Basic Vector-RELN promoter (—2600
region, which contains 2.6 kb of the 5" flanking sequence of
the human RELN promoter; a kind gift from Dr. D. Grayson,
University of Illinois, Chicago, IL, USA; see ref. 27) in the
presence of ApoER2-pEGFP or a pEGFP empty vector. cDNA
(2-4 pg) was cotransfected with 10-30 ng of the pRL-CMV
vector (Renilla luciferase; Promega) in each well of a 12-well
plate (2X10° cells/well). Alternatively, some luciferase re-
porter assays were performed in HEK293 cells. Firefly and
Renilla luciferase activities were measured using the Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega). Cell lysates
were prepared 36 h after transfection using Passive Lysis
Buffer (Promega), and aliquots (~20 ul) were used to
determine luciferase activity in a SIRUS Luminometer (Titer-
tek-Berthold; Berthold Detection Systems GmbH, Pforzheim,
Germany). Firefly luciferase data were normalized to Renilla
luciferase activity.

Nuclear protein fractionation

SH-SY5Y cells were cultured in 10 cm?® culture plates (4Xx10°
cells/plate). At 36 h after transfection with ApoER2-pEGFP or
the pEGFP empty vector, the cells were washed twice with
cold PBS and gently scraped off the plates with 10 ml of cold
PBS. Cell debris was discarded by centrifugation for 5 min at
500 g, 4°C. Cell lysis and isolation of cellular nuclei were
performed with the QProteome Nuclear Protein kit (Qiagen,
Crawley, UK), according to the manufacturer’s instructions.
Cytosolic and nuclear protein fractions were assayed by
Western blot.
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Western blot analysis

Reelin levels were determined as described elsewhere (28,
29). Brain extracts (30 ng), SH-SY5Y cell extracts (30 pg), or
cell culture media (~30 pl) were boiled for 3 min, then
resolved on 6% polyacrylamide slab gels. Total protein con-
centration was determined by the bicinchoninic assay (BCA;
Pierce-ThermoScientific, Rockford, IL, USA). Electrophore-
sis was allowed to proceed at low voltage, to minimize
excessive heat generation (28, 30). Proteins were blotted onto
nitrocellulose membranes, blocked with 5% nonfat milk, and
incubated with the monoclonal mouse anti-reelin antibodies
142 (1:1000 dilution; Chemicon International, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) for SH-SY5Y samples and G10 (1:500
dilution; Chemicon) for mouse samples. These antibodies
recognize epitopes located in the region of aa 164-189 (clone
142) and 164-496 (clone G10) (31).

To detect ApoER2, brain and cell extracts were boiled for
7 min at 98°C, and fulllength and CTFs of ApoER2 were
resolved on 6 and 10% polyacrylamide gels, respectively. A
rabbit polyclonal antibody to ApoER2 (1:1000 dilution; Ab-
cam, Cambridge, UK), raised to a synthetic peptide corre-
sponding to aa 928-945 located near the C terminus of
ApoER2, was used to detect the ApoER2 and CTFs. The
B-amyloid precursor protein (APP)-CTF was analyzed by 10%
Tris-tricine SDS-PAGE and detected with a polyclonal rabbit
anti-C-terminal antibody (1:5000 dilution; Sigma-Aldrich,
Poole, UK). Rabbit polyclonal antibodies anti-HA (1:3000
dilution), anti-myc (1:3000 dilution; Sigma-Aldrich), and
mouse anti-GFP (1:3000 dilution; Abcam) were also used. The
loading control was estimated with mouse a-tubulin (1:5000
dilution; Sigma-Aldrich). A polyclonal antibody against acety-
lated histone H2B [AcH2B; 1:5000 dilution; generous gift
from Dr. A. Barco, Instituto de Neurociencias de Alicante,
Universidad Miguel Herndndez—-Consejo Superior de Investi-
gaciones Cientificas (CSIC), Sant Joan d’Alacant, Spain] was
used to characterize the nuclear fraction. Individual Western
blots were used for each antibody, to avoid stripping of
immunoblots and hence loss of signal. Immunoblots were
developed with enhanced chemiluminescence (ECL) by
SuperSignal (Pierce-ThermoScientific) in a Luminescent Im-
age Analyzer LAS-1000 Plus (Fujifilm, Tokyo, Japan). The
intensity of the reelin bands was measured by densitometry
with the Science Lab Image Gauge 4.0 software provided by
Fujifilm.

Immunohistochemistry and immunocytochemistry

Animals were anesthetized and perfused for 20 min with 0.1
M phosphate buffer (PB) containing 4% paraformaldehyde
(PF). The brains were removed, postfixed overnight with
PB-4% PF, cryoprotected with PB containing 30% sucrose,
and frozen. They were then sectioned coronally at a thickness
of 30 pm, and tissue sections were collected in series of 10
sections and maintained at —20°C in PB containing 30%
glycerol and 30% ethylene glycol. Nuclei were detected by
using Nissl staining. For immunohistochemistry, the sections
were blocked for 2 h at room temperature with PBS contain-
ing 10% normal goat serum (NGS), 0.2% gelatin, and an
F(ab’)2 fragment of anti-mouse IgG (1:300; Jackson Immu-
noResearch, West Grove, PA, USA). Reelin was detected by
the antibody G10 (Chemicon). Sequential incubation with
biotinylated secondary antibody (1:200; Dako, Carpinteria,
CA, USA) and streptavidin-HRP (1:400; GE Healthcare, Pis-
cataway, NJ, USA) were performed in PBS-5% NGS. Bound
antibodies were visualized by using diaminobenzidine (DAB)
reagent and H,O, as peroxidase substrates (Sigma-Aldrich),
and the sections were dehydrated and mounted (Eukitt; EMS,
Hatfield, PA, USA). To quantify the number of reelin-positive
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cells in the cingulate and motor cortex (bregma +1.1/—0.5
mm; lateral £1 mm), we counted every 10th section for each
animal. Data were normalized to the area counted in 30-pm
sections (n=6 sections/animal, 4 animals/group). Positively
stained areas were quantified with Image] software (U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

SH-SY5Y cells used for confocal microscopy were trans-
fected with either ApoER2-pEGFP or a vector containing
pEGFP alone with Lipofectamine 2000 (Invitrogen), accord-
ing to the manufacturer’s instructions. After 4 h, medium was
replaced with fresh medium containing 5 puM DAPT, or the
equivalent volume of DMSO as the control. After 24 h, the
cells were washed with cold Hanks’ buffered salt solution and
fixed with methanol for 10 min at —20°C. Nonspecific sites
were blocked with 2% (w:v) BSA and 40 wg/ml digitonin in
PBS for 30 min. The cells were then incubated with primary
antibodies (rabbit anti-GFP 1:100, Invitrogen; mouse anti-
emerin 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA; mouse anti-N cadherin 1:200, BD Biosciences, Erembo-
degem, Belgium) for 1 h followed by secondary antibodies
(Alexa Fluor 546 anti-mouse 1:200; Alexa Fluor 488 anti-
rabbit 1:200; Invitrogen-Molecular Probes, Paisley, UK) for 1
h. To study the location of ApoER2-EGFP in the vicinity of the
inner nuclear membrane, we incubated cells with cyclohexi-
mide (50 wM; Sigma-Aldrich) for 2 h after transfection and
before immunocytochemistry, to block synthesis of new pro-
teins. Micrographs were acquired with a Leica upright
TCL-SL confocal microscope (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) equipped with an HCX Plan Apochromat X63/
1.32-0.6 NA oil objective (Leica). To measure the intensity of
fluorescence of ApoER2-EGFP colocalizing with emerin, we
drew a circle by hand over the green fluorescence that
overlapped the red fluorescent nuclear membrane in the
merged channel, and the fluorescence intensity was analyzed
with LLAS AF Lite software (Leica).

RNA isolation and real-time RT-PCR analysis

RNA was extracted from mouse brains and SH-SY5Y cells by
TRIzol Reagent in the PureLink Microto-Midi Total RNA
Purification System (Invitrogen), according to the manufac-
turer’s instructions. cDNAs were synthesized with SuperScript
III Reverse Transcriptase (Invitrogen), according to the man-
ufacturer’s instructions, with 5 pg of total RNA and oligo
(dT)12-18. Quantitative PCR amplification was performed
with a StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems;
Life Technologies) with TagMan probes specific for mouse
RELN (assay ID: Mm00465200_m1 and human RELN (assay
ID: HS01022646_m1) and mouse and human GAPDH as
endogenous controls (all from Applied Biosystems). Reelin
transcript levels were normalized to GAPDH.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay

SH-SY5Y cells plated in 100 mm tissue culture dishes (4.3X10°
cells/plate) were transfected with 20 pg of ApoER2-HA,
according to the protocol described above. After 36 h, the
cells were fixed in freshly prepared 1% paraformaldehyde for
10 min at room temperature. Cross-linking was halted by the
addition of 2.5 M glycine for 5 min. The cells were washed
twice with ice-cold PBS plus protease inhibitors. The chroma-
tin was extracted by using EZ Magna ChIP A/G (Millipore;
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) according to the manu-
facturer’s protocol.

The extracted chromatin was sheared to 100-500 bp with
the Biorruptor (Diagenode Inc., Denville, NJ, USA) in 30 s
cycles for 10 min. After centrifugation at 10,000 gat 4°C for 10
min, the supernatant was collected. For immunoprecipita-
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tion, protein A/G magnetic beads (Millipore) were coupled
to anti-HA-antibody (Abcam) or to rabbit IgG antibody as a
control (Millipore). Supernatants were incubated overnight
with the beads. Immunoprecipitates were incubated with
proteinase K (Millipore) at 62°C for 2 h (Thermomixer
system; Eppendorf AG, Hamburg, Germany) to reverse form-
aldehyde cross-linking, and purified DNA was analyzed by
PCR, using primers for human GAPDH as the control (Mil-
lipore). PCR amplification was performed with 30 ng of
immunoprecipitated DNA in a 20 pl reaction volume con-
taining 0.3 pM of sense and antisense primers, 10% v
DMSO, and a KOD Hot Start DNA Polymerase kit (Novagen;
Merck; 0.3 mM of each dNTP, 1X KOD polymerase buffer,
1.5 mM MgSO,, and 1 U of KOD Hot Start DNA Polymerase).
Primers were designed to amplify 5'UTR human RELN at
different positions of the promoter: (=515 to —395 bp)
sense b'-CTCGCTCATTCAGTTTTGGAG-3’, antisense 5'-
GGGGCTTTAAGAAGGTGTGG-3'; (—393 to —181 bp)
sense, b'-CTCAGCGGTCCTCGACAG-3’, antisense 5'-
CCGCTCCACACCTTCTTAAA-3'; and (—191 to + 110 bp)
sense H'-CTCAGCGGTCCTCGACAG-3', antisense bH'-
CCGCTCCACACCTTCTTAAA-3'.

The assembly PCRs were performed by an initial denatur-
ation of DNA at 95°C for 5 min. Cycling conditions were
32-35 cycles for 30 s 94°C, annealing at 61°C for 30 s, and
72°C for 30 s. A final extension period of 2 min at 72°C
completed the thermocycling before cooling. PCR products
were analyzed by gel electrophoresis on a 2% Tris acetate-
EDTA (TAE) agarose gel.

Statistical analysis

All data were analyzed with SigmaStat 2.0 (SPSS, Inc., Chi-
cago, IL, USA) by using Student’s ¢ test (2-tailed) or by 1-way
analysis of variance, followed by Bonferroni’s post hoc test.
Results are presented as means * SE. Values of P < 0.05 were
considered to be statistically significant.
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RESULTS

Reelin and ApoE receptor levels are altered in brains
of PSI cKO mice

To determine whether PS1 is involved in the control of
reelin receptor levels in vivo, brain homogenates from
PS1 cKO mice (22) and littermate controls were ana-
lyzed by SDS-PAGE followed by Western blot. Immuno-
blot analysis for the main brain reelin receptor,
ApoER2, revealed a complex banding pattern, probably
reflecting the several ApoER2 isoforms (32) and the
mature and precursor forms (21, 33). The levels of
ApoER2 appeared to be significantly increased in cor-
tical extracts (hemicortex) from the PSI cKO mice
(~80% increase; P=0.03) compared with the control
animals (Fig. 14). It is known that reelin bound to
ApoER2 induces subsequent ApoER2 cleavage by the
sequential action of «- and vy-secretases (19, 20).
a-Secretase cleaves the ApoER2 extracellular domain,
generating a membrane-bound CTF that subsequently
acts as a substrate for y-secretase. Consistent with the
role of PS1 in the proteolysis of ApoER2, we found a
significant accumulation of ApoER2-CTF in cortical
extracts from the PSI cKO mice (~300% increase;
P<0.001) compared with the control littermates (Fig.
1A). Levels of ApoER2 in the cerebellum, a region in
which PS1 is not silenced, did not differ between the
PS1 cKO mice and the littermate controls.

We next measured the levels of the ApoER2 ligand
reelin and found that full-length reelin (420 kDa)
displayed a large increase in the cortices of the PSI cKO

Cerebellum
. 200wT
160kD g o “ £ PS1cKO
o ' &
& e | F10o|
© 140kDg “ 2
- $ = . e < .
FuIILength
25kD ™ . (140kD +160 kD) (25kD
™
& SO & &
420kD
310 kD i
1000
c
3 600
180 kD W_—"_——— O
- o 200
AR SIS 0

420kD 310kD 180kD

— s

Tubulin

Figure 1. Increased levels of ApoER2 and reelin in the cortex of PSI cKO mice. A) Representative blot for immunodetection
of ApoER?2 full-length isoforms and CTF in the cortex (hemicortex; left) and the cerebellum (right) of control wild-type (WT)
and PSI cKO mice (n=6 each). Densitometric quantification from the sum of all the bands close to 160 and 140 kDa and of
the 25-kDa CTF band are shown. B) Western blots and densitometric quantification of reelin fragments from the WT and PS1
cKO samples presented in A. The N-terminal reelin antibody G10 detects full-length 420-kDa reelin and the N-terminal 310- and
180-kDa fragments. Reelin immunoreactivity from each fragment is shown and expressed as a percentage relative to
immunoreactivity of the 420-kDa band from WT mice. Experiments were performed in triplicate; a-tubulin was used as a loading

control. Data represent means = sg. ¥*P < 0.01 vs. WT group.
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mice (~200%; P=0.02), whereas N-terminal 310-kDa
(~50%; P=0.02) and 180-kDa (~74%; P=0.005) reelin
fragments showed a moderate increase (Fig. 1B). Ree-
lin levels in the cerebellum were similar in the PSI cKO
mice and controls (Fig. 1B).

To assess whether increased reelin levels are due to a
higher number of cells expressing reelin in PSI cKO
mice, we labeled tissue sections with a specific antibody
against reelin and counted the number of stained cells
(Fig. 2A4). The density of reelin-positive cells was similar
in the cortices (cingulate and motor cortex) of the
control and PSI cKO mice (Fig. 2B). Data obtained
from immunohistochemistry images did not allow us to
quantify the amount of reelin expressed, but the similar
number of reelin-expressing cells in the PSI cKO and
littermate controls indicates that the differences in
levels detected by Western blot analysis may be attrib-
utable to changes in the level of expression. A quanti-
tative PCR assay was designed to determine whether
changes in the reelin protein corresponded to altera-
tions in mRNA expression. Reelin mRNA levels were
significantly increased (~20%) in the cortices from the
PS1 cKO mice compared to those from the controls
(P=0.01; Fig. 2C).

Inhibition of PS1/vy-secretase enhances reelin levels
in neuronal cells

The SH-SY5Y neuroblastoma cell line was used to
determine whether altered ApoER2 processing influ-
ences reelin levels and whether the effect is mediated
by y-secretase. SH-SYHY cells express significant levels of
reelin (29) and PS1 (34) and have been used as cellular
models of ApoER2 overexpression (35). As previously
mentioned, the binding of reelin to ApoER2 induces

subsequent ApoER2 cleavage by a- and +y-secretases.
The CTF generated after a-secretase cleavage acts as a
substrate for y-secretase, which in turn yields an ICD.
(For an illustrative scheme, see Fig. 34.) Use of a
C-terminal ApoER2 antibody identified an ~25-kDa
ApoER2-CTF fragment in cell extracts from nontrans-
fected cells, in agreement with previous studies (Fig. 3B
and refs. 19, 20, 25). Endogenous ApoER2-ICD was not
detected, probably because of its low levels and inher-
ent instability (19). To further characterize the banding
pattern for the ApoER2 CTF and the expected ICD
fragment, a chimeric ApoER2 protein expressing the
transmembrane and cytoplasmic domains tagged to
myc (ApoER2 CTF-myc) was overexpressed in SH-SY5Y
cells. Another chimeric ApoER2 protein containing
only the cytoplasmic domain tagged to HA (ApoER2
ICD-HA) was also expressed (24, 25). Cell extracts were
then analyzed by Western blot. An anti-myc antibody
detected the ApoER2-CTF-myc at 25 kDa. A faint band
of ~18 kDa was also detected that may correspond to
an ICD-myc fragment resulting from processing of the
longer ApoER2-CTF-myc. The specificity of the bands
was confirmed by a C-terminal ApoER2 antibody (Fig.
3B). An 18-kDa band was also detected by the anti-HA
antibody and the anti-C-terminal ApoER2 antibody in
extracts of cells overexpressing ApoER2 ICD-HA, cor-
responding with the expected size of an ApoER2-ICD
fragment (Fig. 3B).

Previous studies show a similar processing mecha-
nism for both APP and ApoER2 (36). Thus, in cells
overexpressing PS1, y-secretase activity was monitored
by measuring the content in their well-known substrate
APP-CTF by Western blot (Fig. 4A4). Accordingly,
y-secretase activity increased when the level of the
endogenous 25-kDa ApoER2-CTF fragment decreased
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Figure 2. Unaltered number of cells expressing reelin in PSI cKO mice and increased levels of reelin mRNA. A) Immunostaining
of cortical tissue sections from cingulate and motor cortices of control wild-type (WT) and PSI cKO mice with the reelin-specific
antibody G10. Scale bar = 100 pm. B) Scatter plots representing the number of reelin-positive cells quantified by counting the
number of stained cells in each section (n=36-40 sections, 4 animals/group), including means * se. C) Relative mRNA levels
were analyzed by qRT-PCR in brain cortex (hemicortex) from WT and PSI cKO mice (n=8 each). Values were calculated with
relative standard curves and normalized to GAPDH from the same cDNA preparations. Specificity of the PCR products was
confirmed by dissociation curve analysis. Results were confirmed in 2 independent determinations. Data represent means * SE.

*P < 0.05 vs. WT group.
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Figure 3. Diagram of ApoER2 and identification of intracellular fragments. A) Diagram of the wild-type ApoER2 and chimeric
proteins containing the ligand-binding domain (LBD), transmembrane domain (TMD), and cytoplasmic domain (CD). The 2
main processing sites by a- and y-secretase are indicated. Sequential secretase cleavage generates a membrane-bound CTF and
an ICD fragment. Asterisks indicate the approximate location of the epitope for the C-terminal antibody. C-terminal tags for
ApoER2 constructs are myc, HA, and EGFP. B) Endogenous ApoER2 fragments from nontransfected SH-SY5Y cells (—) were
identified by blot analysis with a C-terminal ApoER2 antibody, whereas chimeric proteins expressed in transfected cells (+) were
identified by blot analysis with the anti-C-terminal ApoER2 antibody and with antibodies against the specific tag, as indicated.

(~65%; P=0.03) in cellular extracts of PSl-overex-
pressing cells, compared to nontransfected cells (Fig.
4A). The efficiency of the y-secretase inhibitor DAPT, a
well-known vy-secretase inhibitor that targets PS1 (37),
was also monitored by measuring the accumulation of
APP-CTF in SH-SY5Y cells (Fig. 4B). Under identical
conditions, treatment of the cells with DAPT inhibited
v-secretase-mediated processing of the ApoER2-CTF,
resulting in increased levels of the 25-kDa fragment
(~47% increase, P=0.01; Fig. 4B). There was no cell
death in cultures treated with 5 uM DAPT, as evaluated
by the MTS assay (3+4% reduction, P=0.7). Of note, the
y-secretase inhibitor induced an increase in cellular full-
length reelin levels (~40% increase, P=0.003; Fig. 5); by
contrast, the 180-kDa reelin fragment did not change
(~20% decrease; P=0.3; Fig. 5). Recent evidence indi-
cates that this 180-kDa reelin fragment is generated, at
least in part, after interaction of full-length reelin with
ApoER2, initiating subsequent endocytosis and prote-
olysis (38). Our results suggest that reelin processing
may depend on ApoER2 binding.

Modulation of ApoER2 expression in SH-SY5Y cells
influences cellular reelin expression

To study the effect of ApoER2 overexpression on
endogenous reelin levels, SH-SY5Y cells were trans-
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fected for 48 h with full-length ApoER2-EGFP. ApoER2-
EGFP was detected both intracellularly and at the
plasma membrane (identified by staining with N-cad-
herin, a plasma membrane protein; Fig. 64). Overex-
pression of ApoER2 led to a significant decrease in
secreted full-length reelin measured in the culture
medium (~84%, decrease; P<0.001; Fig. 6B). The
180-kDa reelin N-terminal fragment which is generated
by extra and intracellular proteolysis (16, 17, 38—40)
did not decrease (P=0.9; Fig. 6B), suggesting that the
decreased levels of full-length reelin is not dependent
only on reelin processing. In any event, the influence of
ApoER?2 in reelin expression is difficult to address by
measuring reelin protein levels alone, since increases in
the ApoER2 protein would also result in an increased
binding to reelin and subsequent processing.

We have shown that treatment of ApoER2-trans-
fected SH-SYBY cells with the <y-secretase inhibitor
DAPT inhibits ApoER2-CTF processing (Fig. 4B). We
then investigated the effect of y-secretase inhibition in
the production of ApoER2-ICD in SH-SY5Y cells over-
expressing full-length ApoER2-EGFP. ApoER2-EGFP
overexpression resulted in immunoreactive bands with
a shift in electrophoretic mobility due to the expected
size of the EGFP tag (~25-30 kDa; Fig. 74). Treatment
of transfected cells with DAPT induced accumulation
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Figure 4. Modulation of y-secretase activity influences ApoER2 processing. A) SH-SY5Y cells were transfected with PS1 (+) or
with an empty vector (—). Assessment of APP CTF levels served as a control for greater y-secretase activity. The accumulation
of ApoER2 CTF was monitored with a C-terminal anti-ApoER2 antibody. Data represent percentage relative to control cells (—).
Equivalent amounts of protein were loaded in each lane. Tubulin served as the loading control. B) SH-SY5Y cells were treated
for 24 h in the presence of 5 uM of DAPT (+) or the vehicle control (—). CTF-APP, as a control of the efficiency of DAPT to
inhibit y-secretase activity, and CTF-ApoER2 were assayed by Western blot of cell extracts. Data represent means * SE (n=8,
from 2 independent experiments). *P < 0.005 vs. control group.
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of 5 uM of DAPT (+) or the vehicle control (—). Immuno-
reactivity of full-length reelin at 420 kDa and the predomi-
nant 180-kDa N-terminal fragment is expressed as a percent-
age relative to the immunoreactivity of the 420-kDa band
from control cells. Data represent means * SE (n=12; 3
independent experiments). *P < 0.005 vs. control group.

of CTF-EGFP (~50 kDa) and parallel decreased gener-
ation of the ICD-EGFP (~42-kDa band) (Fig. 7B).

Finally, we studied whether these ApoER2 fragments
could translocate to the nucleus to regulate transcrip-
tional activity. SH-BYSY cells overexpressing ApoER2-
EGFP were coimmunostained with emerin, a protein
associated with the intranuclear lamina and located at
the inner nuclear membrane (41). The analysis of the
confocal images revealed the presence of EGFP fluo-
rescence at the internal side of the nuclear membrane
and in the nuclear lamina (Fig. 7C). Colocalization of
EGFP fluorescence and emerin was decreased after
treatment with DAPT, compared to that in the controls
(35%2% decrease, P=0.01; Fig. 7C). Assays of nuclear
extraction in cells overexpressing ApoER2-EGFP were
also performed. Western blots of the nuclear extracts
revealed with anti-GFP and anti-ApoER2 C-terminal
antibodies confirmed the presence of an ICD-EGFP in
this fraction (Fig. 7D). These results suggest that the
ApoER2-ICD translocates to the nucleus.

Quantitative PCR was used to determine whether
increased ApoER2 levels, including the ApoER2-ICD,
influence reelin mRNA expression. Levels of the reelin
transcripts were significantly decreased (12+£3%, P=0.02)
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in ApoER2-EGFP-overexpressing cells compared to the
controls (Fig. 84). A luciferase reporter gene assay under
the control of the RELN 5" upstream region (reelin-luc)
was designed to further confirm whether ApoER2 mod-
ulates reelin transcription. We observed that overex-
pression of an ICD-HA greatly reduced expression of
reelin-luc in transfected cells (~37% decrease in lu-
ciferase activity, P<<0.001; Fig. 8 B). Similar results were
obtained when the ApoER2 full-length protein was
overexpressed (~47% decrease in luciferase activity,
P<0.001; Fig. 8B). Conversely, in cells treated with
DAPT, reelin-luc was increased, compared to the level
in the controls (~38% increase, P=0.02; Fig. 7B). The
specificity of the role of ApoER2 on RELN transcrip-
tional activity was corroborated by the lack of effect of
DAPT in HEK293 cells (P=0.9), a cell line that ex-
presses very low levels of endogenous ApoER2 (14).

To confirm that an ApoER2-ICD binds to the endog-
enous RELN promoter, ChIP assays were performed.
Lysates of SH-SY5Y cells transfected with ApoER2-ICD
were immunoprecipitated with an anti-HA antibody,
and the DNA that bound to HA was amplified by PCR
with different primers designed for distinct regions of
the RELN promoter. As shown in Fig. 8C, ApoER2-ICD
binds the RELN promoter between the positions —191
to +110 bp, with no binding elsewhere.

Altogether, these results demonstrate that ApoER2
influences reelin at the transcriptional level, and this
process may be mediated by the processing of ApoER2
and subsequent generation of an ICD.

DISCUSSION

Reelin binds to ApoER2, a transmembrane protein that
belongs to the LDIL-receptor family, and this binding
induces its cleavage by secretases. In the PSI cKO mice,
the total level of fulllength ApoER2 increased with
respect to the littermate controls; and, interestingly, the
greater increase was observed for ApoER2-CTF, sug-
gesting a role for PSI in affecting expression or pro-
cessing of ApoER2. This CTF is likely to represent the
penultimate proteolytic fragment before the final cleav-

Figure 6. ApoER2 overexpression decreases full-
length reelin levels. A) Confocal images of SH-
SYBY cells transfected with full-length ApoER2-
EGFP. Cells were incubated with an antibody
against GFP to label ApoER2-EGFP and with an
antibody against N-cadherin to stain the plasma
membrane. Merged image shows ApoER2 local-
ized in the plasma membrane (yellow) as well as
intracellularly. Insets show magnification of the se-
lected area. B) ApoER2 overexpression influences
reelin secretion, assessed by an antibody against the
N terminal. Immunoreactivity of fulHength reelin at
420 kDa and the predominant 180-kDa N-terminal
fragment is shown and expressed as percentage
relative to immunoreactivity of the 420-kDa band
from control cells. Data represent means * SE of
duplicate determinations. *P < 0.001 wvs. control
group transfected with empty vector (—).
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Figure 7. An ApoER2-ICD is identified in the nucleus of full-length ApoER2-EGFP-overexpressing cells. A) SH-SY5Y cells were
transfected with ApoER2-EGFP. Endogenous and exogenous proteins were identified by blot analysis with anti-C-terminal
ApoER2 and anti-GFP antibodies (note the shift due to the EGFP tag). B) Generation of CTF-EGFP and ICD-EGFP fragments
was monitored in transfected cells treated with the y-secretase inhibitor DAPT. ApoER2 fragments were detected with an
anti-ApoER2 C-terminal antibody. Treatment with DAPT results in an increase of ApoER2-CTF (solid arrowhead) in cell
extracts, whereas the ApoER2-ICD band (open arrowhead) is more abundant when vy-secretase activity is not inhibited. C)
Confocal images of SH-SY5Y cells transfected with full-length ApoER2-EGFP in the presence of DAPT. Cells were incubated for
1 h with or without DAPT (control) before fixation with methanol, followed by incubation with an antibody against GFP to label
ApoER2-EGFP fragments and with an antibody against emerin, a nuclear protein associated with lamina. Insets show
magnification of the selected area. Quantification of the ApoER2-EGFP fluorescence that colocalized with emerin is shown (for
control, n=166 cells, 2 independent experiments; for DAPT, n=131 cells, 2 independent experiments). *P < 0.001. D) Nuclear
fractions from SH-SY5Y cells transfected with full-length ApoER2-pEGFP or a pEGFP vector were analyzed by Western blot with
an anti-ApoER2 C-terminal antibody or anti-GFP. ApoER2-ICD was detected in the nuclear fraction of overexpressing cells.

AcH2B and tubulin were used as markers for nuclear and cytoplasmic fractions, respectively.

age by vy-secretase, releasing the soluble ICD (19).
Unfortunately, we were not able to estimate the levels
of ApoER2-ICD in PSI cKO mice, probably because of
its low levels and inherent instability. Nonetheless, we
presumed that lower PSI1 expression, which hampers
y-secretase function, would result in accumulation of
CTF and decreased generation of the ApoER2-ICD, as
documented for other y-secretase substrates (22, 42).

More interesting, our data also indicate that the
modulation of y-secretase activity affects not only PS1
processing of ApoER2, but also reelin levels. In the PSI
cKO mouse mice, where +y-secretase activity was de-
creased, the levels of reelin were increased: twice the
amount of full-length reelin compared to its N-terminal
fragments. Any change in the level of full-length reelin
would reflect on reelin processing, which probably
occurs in parallel with ApoER2 processing. The in vivo
control of reelin expression and signaling may be
intricate, as the capacity of the functional full-length
reelin to bind to its receptors is regulated by competi-
tion with the truncated reelin fragments (13). Of note,
the deficiency of y-secretase in the PSI cKO mice also
led to an increase in reelin mRNA.

The potential modulation of the reelin signaling
pathway by +y-secretase has been explored in conven-
tional PS1 KO mice (43). In that work, no difference in
reelin levels was observed between embryonic PSI-ull
mutant and wild-type mice. The cellular pattern of
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reelin expression has been demonstrated to differ
between the embryonic and the adult brain. At the end
of the neuronal migration period in embryos, reelin is
predominantly expressed by Cajal-Retzius neurons.
These cells are eventually replaced, principally by a
subset of GABAergic interneurons in the adult brain
(44). Indeed, it is thought that reelin has distinct
functions in the developing and adult brain (1).
Changes in embryonic and adult expression pattern for
the reelin receptor ApoER2 are also expected. There-
fore, differences between the embryonic and adult
brain in the cellular pattern of expression and in the
regulation of reelin and its receptors, may contribute to
the divergent results observed in our studies.

Human SH-SY5Y neuroblastoma cells have enabled
us to study whether variation in the levels or processing
of ApoER2 could affect reelin expression in a “single”
neuron-like cell type. We first confirmed in this cell line
that the y-secretase catalytic subunit PS1 participated in
ApoER2 cleavage. ApoER2-CTF accumulated in cul-
tured SH-SYBY cells treated with the y-secretase inhibi-
tor DAPT (both, nontransfected and transfected with
full-length ApoER2), but decreased in cells that over-
expressed PS1. Furthermore, inhibition of vy-secretase
with DAPT increased the levels of full-length reelin in
cell extracts; although the amounts of the 180-kDa
N-terminal fragment of reelin did not appear to be
affected. Discrepancies between in vivo and in vitro
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Figure 8. ApoER2 overexpression down-regulates reelin expression. A) Reelin transcript levels were analyzed by qRT-PCR in
SH-SYBY cells transfected with full-length ApoER2-pEGFP or a pEGFP vector (n=10 each). Values were calculated by using
relative standard curves and were normalized to GAPDH from the same cDNA preparations. Results were confirmed in 2
independent determinations. *P < 0.01. B) SH-SY5Y cells were cotransfected with RELN reporter plasmid and ApoER2 (left),
either ICD-HA (n=8, 2 independent experiments) or full-length ApoER2-EGFP (n=12, 3 independent experiments). Empty
vectors for each ApoER2 plasmid were used as controls. SH-SY5Y and HEK293 cells transfected with RELN reporter plasmid were
treated for 24 h in the presence of 5 pM of DAPT or the vehicle control (right). In all cases, firefly luciferase activity was related
to the Renillaluciferase reporter. Data (n=8 for each condition, obtained from =2 experiments) were analyzed by 1-way analysis
of variance with the Bonferroni post hoc test to compare all groups, and exact Pvalues were determined by Student’s ¢ test. *P <
0.001. C) Scheme of the proximal region of the RELN promoter. Approximate positions of the known transcription factor
binding sites are also indicated (CREB: solid triangle; SP1:open triangle; N-Myc: vertical arrow; Mzfl: shaded triangle; Tbrl:
caret), together with the position of the primers used for the ChIP analysis (horizontal arrows). SH-SY5Y cells transfected with
ApoER2 ICD-HA were also processed for ChIP with an antibody specific for HA or an unrelated rabbit IgG antibody as the
control, followed by real-time PCR amplification of various regions of the RELN promoter indicated in the schematic.

Unprecipitated chromatin preparations were similarly analyzed and used as the input control.

findings regarding the influence of decreasing y-secre-
tase activity on the generation of reelin fragments may
also be related to the complex in vivo regulation of
reelin expression and signaling. Moreover, we should
keep in mind that different cell populations in the
brain may respond differently to reelin signaling and to
subsequent regulation by a mechanism mediated by
reelin and ApoER2 processing.

We also addressed in SH-SY5Y cells whether ApoER2
processing, mediated by PS1/vy-secretase, can in turn
influence reelin expression at the transcriptional level.
Transmembrane proteins undergo <y-secretase cleav-
age, culminating in the release of their ICDs, which
translocate to the nucleus and act as transcriptional
regulators (45). In contrast, the cleavage of other
substrates seems to be merely a degradative function
(for a review, see ref. 46). The Notch ICD represents
the best y-secretase substrate studied to date (47), and
an ICD transcriptional activity has also been associated
with APP (48). The generation of ICD fragments has
been shown for other LRP family members (49-51)
and its nuclear translocation is inferred. To date,
whether the ICD generated from ApoER2 processing
has transcriptional activity is unknown.

When cells overexpressed full-length ApoER2,
ApoER2-CTF levels were increased in comparison with
those in the nontransfected cells, with a parallel in-
crease in the ApoER2-ICD to detectable levels in the
cell extract. We observed a parallel reduction in levels
of the extracellular reelin protein, indicating that over-
expression of full-length ApoER2 promoted an increase
in reelin processing. Both overexpression of full-length
ApoER2 (and the subsequent increase in the ApoER2-

APOER2 PROCESSING INFLUENCES REELIN

ICD) and overexpression of the ApoER2-ICD down-
regulated RELN promoter activity through binding in
the RELN promoter region. Accordingly, an ApoER2-
ICD was found in the soluble nuclear fraction after
transfection of SH-SY5Y cells with full length-ApoER2.
Of note, when cells overexpressing full length-ApoER2
were incubated with DAPT and the amount of ApoER2-
ICD decreased, the ApoER2-EGFP fluorescence at the
nucleus also decreased. DAPT treatment, which inhib-
ited the generation of ApoER2-ICD, triggered an in-
crease in RELN transcriptional activity. These results
suggest that the ApoER2-ICD can act as an inhibitor of
reelin synthesis.

To our knowledge, this study is the first to report an
autocrine loop that modulates reelin levels where ree-
lin binding activates the processing of its receptor,
which in turn regulates the levels of reelin. Previous
studies have shown that binding of reelin to its recep-
tors results in processing of the complex, releasing a
secreted soluble ApoER2 fragment containing the en-
tire ligand-binding domain. This domain acts in a
dominantnegative fashion in the regulation of reelin
signaling (14). Our study also demonstrated that
ApoER2 modulation of reelin levels could occur within
the cells themselves. The secretory nature of reelin and
the evidence of a “paracrine” biological activity in distal
cells expressing ApoE receptors (52) has attracted
much attention in neuropathology. Similar ligands for
lipoprotein receptors such as ApoE have also been
shown to act as autocrine/paracrine factors (53). Evi-
dence also suggests a role for reelin in autocrine
signaling. A dual role for reelin in both autocrine and
paracrine signaling has recently been suggested in
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neuroblastomas (54). Glutamatergic cerebellar granule
neurons, which synthesize reelin, have been shown also
to coexpress ApoER2 (55). In addition, reelin and
Dabl, the intracellular component of the reelin signal-
ing cascade, are coexpressed in Cajal-Retzius neurons
during cortical development and in cortical pyramidal
neurons after neuronal migration is complete (56).
Reelin and ApoER2 also colocalize in some cells in the
adult mouse brain (results not shown), and in ApoER2-
enriched areas of the retina (32). In situ hybridization
studies also demonstrate coexpression of reelin and
ApoER2, which are expressed in the same areas in the
adult canary brain (57). These data support the idea
that, in the adult brain, the action of reelin takes place
in proximity to its synthesis. We have observed that
transfection of ApoER2 in HEK293 cells, which express
very low endogenous levels of reelin and its receptors,
triggers a substantial increase in reelin expression
(unpublished observation).

A growing number of studies have demonstrated the
participation of reelin and elements of its signaling
pathway in the pathophysiology of Alzheimer’s disease
(AD). Therefore, there is increasing interest in the
interaction of members of the reelin cascade with
pathways affected in AD. Reelin receptors are also
receptors for ApoE, and the ApoE4 variant is the largest
known genetic risk factor for late-onset, sporadic AD
(58). Secretases also process the transmembrane APP
(59), generating the small B-amyloid (AB) peptide, a
major AD effector and component of the senile plaques
found in AD (60, 61). Reelin and Dabl have both been
shown to interact with APP (62—64) and to influence its
trafficking and processing (65, 66). We have demon-
strated that AB alters reelin expression (29) and have
more recently suggested that reelin signaling is altered
in the brain in AD (67). We have showed that reelin
expressed in the presence of AB is functionally im-
paired, since its ability to bind efficiently to ApoER2 is
decreased. Impaired reelin binding to its receptors may
result in altered generation of ApoER2-ICD and subse-
quent influence on reelin expression. This effect may
be related to the increased reelin expression observed
in the AD brain (28, 29). The pathophysiological
significance and implications of the altered reelin levels
in the diseased brain remain unknown.

In summary, our study suggests that the level of the
reelin receptor ApoER2 and its processing influence
reelin expression. This effect may be mediated by
v-secretase processing of ApoER2. Our data and
other recent findings suggest a scenario where reelin
signaling, in conjunction with parallel processing of
ApoER2, serves as an autoregulatory mechanism that
may ultimately influence synaptic plasticity and
responsiveness.
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ANEXO. “Los niveles del fragmento soluble del receptor de reelina
ApoER2 estan disminuidos en LCR de pacientes con
Alzheimer”

A soluble ApoER2 fragment is decreased in Alzheimer disease (AD) cerebrospinal
fluid (CSF).

We have attempted to investigate evidences for an impaired Reelin
signaling in the AD brain by characterizing ApoER2 processing associated to
ligand binding. Transduction of Reelin signaling in neurons begins after Reelin
binds to ApoER2, this binding inducing the clustering (Strasser et al., 2004) and
the proteolytic processing of the receptor (Rebeck et al., 2006). ApoER2 appears
to be the dominant Reelin receptor in the forebrain, participating of the modulation
of synaptic plasticity and memory formation (Beffert et al., 2005). The cleavage of
ApoER2 induced by Reelin binding is carried out by the sequential action of a- and
y-secretases (Duit et al., 2010; May et al., 2003; Rebeck et al., 2006).

Here we demonstrate that cleavage of ApoER2 indeed takes place in presence of
Reelin, generating a soluble polypeptide receptor fragment. Using an anti-ApoER2
antibody 186, raised to the entire ligand binding domain (Strasser et al., 2004), we
characterized an immunoreactive fragment of ~66 kDa in the culture medium of
SH-SY5Y neuroblastoma cells treated with recombinant Reelin. The existence of a
secreted soluble ApoER2 fragment, consisting of the entire ligand-binding domain
that can act in a dominant-negative fashion in the regulation of Reelin signaling
has been previously demonstrated (Koch et al., 2002). This soluble 66 kDa
ApoER2 fragment was assessed in CSF from AD and non-disease control (ND)
subjects. Two immunoreactive bands of 66 and 55 kDa were observed in all CSF
samples analysed (Fig.1 panel A). In all cases, the 66 kDa ApoER2 fragment was
the most abundant. A significant (~56%) decrease in this 66 kDa ApoER2
fragment was observed in AD cases, compared to ND subjects (p= 0.02; Fig.
panel B). Interestingly, no changes were observed in the total amount of Reelin

(Fig. panel C), while an alteration in Reelin glycosylation in the CSF of AD patients
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Figure 1. An ApoER2 soluble fragment present in CSF is decreased in Alzheimer subjects.
(A) The appearance of a soluble ApoER2 fragment, containing the ligand binding domain, in the
culture medium of cells was monitored with the anti-ApoER2 antibody 186 in SH-SY5Y cells
treated with recombinant Reelin (R-Reel) from transfected HEK-293 cells (NT, non treated). (B)
Representative blot and densitometric quantification of the 66 kDa soluble fragment of ApoER2,
assayed with the antibody 186 in CSF samples from non-dement (ND) and Alzheimer disease (AD)
subjects. (C) Total immunoreactivity from the CSF samples of the full-length 420 kDa Reelin and
the 310 and 180 kDa Reelin fragments. (D) Reelin glycosylation pattern was evaluated by lectin
binding assay with immobilized lectins Con A and LCA. The levels of unbound Reelin were
determined by Western blotting. Reelin LCA/Con A ratio was estimated for the major Reelin
fragment as the % 180 kDa Reelin unbound to LCA / % 180 kDa Reelin unbound to Con A (in all
samples the full-length 420 kDa Reelin and the two N-terminal 310 and 180 kDa fragments exhibit

a similar tendency of binding to the lectins). Values are means + SEM; t-test, *p< 0.05.

was demonstrated by a lectin-binding assay based in mannose specific lectins
(Fig. 1 panel D). Reelin glycoforms from ND CSF patients bind strongly to Con A
and more weakly to LCA; whereas in AD, the affinity of Reelin glycoforms for LCA
is similar or higher than for Con A. In previous studies (Botella-Lépez et al., 2006;
2010), differences in the binding affinities of the Reelin glycoforms, expressed as a
ratio of the Reelin that does not bind LCA respect to the Reelin that does not bind
to Con A, has provided a discrimination factor between the AD and ND groups
(Fig.1 panel D). We can speculate that the decreased levels of the soluble
ApoER2 fragments in the CSF in AD reflects a lower post-Reelin-binding
processing of ApoER2, and favors the hypothesis that Reelin signaling pathway is
impaired in the AD brain.
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Material and Methods
Cell cultures

SH-SY5Y cells were seeded in 75 cm? flasks at a density of 8x10* cells/flask and
cultured in DMEM supplemented with Glutamax (Invitrogen), 10% heat-inactivated
fetal calf serum, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin. To differentiate
the cells, serum was reduced to 3% and 3 doses in 5 days of 10 uM all-trans-
retinoic acid (Sigma) were added. Serum was further reduced to 0.5% and 50
ng/ml brain-derived neurotrophic factor (Sigma) was added for 1 day.
Recombinant Reelin protein was collected from the media of transfected HEK-
293T cells expressing human Reelin (gift from T. Curran). The supernatant was

centrifuged for 5 min at 1,000xg and stored at -80°C.
Collection of human CSF and human brain samples

This study was approved by the local ethics committees of all the centres involved
and was carried out in accordance with the Declaration of Helsinki. Antemorten
CSF samples were collected from patients at the “Hospital Clinico San Carlos”
(Madrid, Spain), diagnosed for probable Alzheimer’'s type dementia following the
DSM-VI criteria (American Psychiatric Association, 1994) and the criteria
established by the Working Group of the National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) and the Alzheimer’s Disease and
Related Disorders Association (ADRDA) (McKhann et al., 1984). 10 probable AD
cases (77 = 2 years) and 8 non demented (ND) controls (72 £ 3 years) were
analysed. CSF aliquots were stored at -80°C until use.

Western Blotting and antibodies

CSF samples (50 pl) were boiled for 3 min, and then resolved for Reelin on 6%
polyacrylamide gels. Proteins were blotted onto nitrocellulose membranes and
incubated with the anti-Reelin 142 antibody (Merck Millipore). ApoER2 soluble
fragment (antibody 186, from J. Nimpf) was detected by Western blot following
resolution on 10% polyacrylamide gels. The signal was visualized by ECL (GE
Healthcare Life Science) and analyzed using Science Lab Image Gauge v3.0
software (Fuijifilm).
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Lectin binding analysis of Reelin

Aliquots (100 pl) of CSF were mixed with 40 pl of immobilized lectins that
recognize mannosyl residues, but with subtle differences in their structure
(Canavalia ensiformis, Con A, and Lens culinaris agglutinin, LCA, from Sigma-
Aldrich), thus allowing to study fine differences in complex carbohydrate
structures, and incubated overnight at 4°C. Unbound Reelin was separated by

centrifugation and examined by Western blotting.
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6. DISCUSION

Los resultados que se han presentado en esta tesis nos han permitido
avanzar en el estudio de la alteracién en la senalizacion de la reelina en el
cerebro de personas con Alzheimer, donde hemos evaluado las
consecuencias fisiopatoldégicas de la alteracibn en la expresion vy
procesamiento de reelina en el cerebro de sujetos afectados por de la

demencia.

Esta Tesis agrupa dos estudios, 1) el efecto del péptido AR sobre la
glicosilacion y dimerizacion de reelina, que conduce a una alteracién en su
cascada de senalizacion (Cuchillo-lbanez y col, 2013) y 2) los mecanismos
que modulan la expresién génica de la reelina, los cuales derivan del
procesamiento del receptor de la reelina, el ApoER2 (Balmaceda y col,
2013). Ademas, hemos incluido un Anexo conteniendo datos adicionales,
todavia sin publicar, sobre la determinacion de fragmentos derivados del
procesamiento del receptor ApoER2. Hacemos referencia a estos datos con
el fin de dar una visién mas global de nuestros hallazgos.

Las bases de este estudio provienen de trabajos previos de nuestro
laboratorio, en donde se observé que la reelina extraida de cerebros de
personas con la EA presenta una expresion alterada, mostrando aumentos
en sus niveles de proteina y transcrito, y manifestando ademas una
glicosilacion anémala (Saez-Valero y col, 2003; Botella-Lopez y col, 2006;
2010). Algo semejante se observl en cerebros de sujetos con sindrome de
Down (Botella-Lopez y col, 2010), en donde la sobreexpresién del gen de
APP, localizado en el cromosoma 21, afectado por la trisomia, incrementa
los niveles de AB. Esto sefalaba al AB como un posible inductor de los
cambios observados en la reelina en la EA, lo que fue corroborado en lineas
celulares neuronales tratadas con el péptido AB. Se observé que el
tratamiento con el péptido incrementaba los niveles de la reelina y ademas
inducia un cambio en su patrén de interaccién con lectinas, de manera
semejante a lo observado en la reelina extraida de cerebros de pacientes
con EA (Botella-Lopez y col, 2010). La glicosilacién es posiblemente la

-89 -



Discusion

modificacién postraduccional mas comun, y también la mas compleja. Este
proceso interviene en el plegamiento, el trafico celular, la ubicacion final y la
funcionalidad de las glicoproteinas. Ademas de nuestros estudios, otros
grupos también han reportado alteraciones en el patron de glicosilacion de
diversas proteinas presentes en cerebro de enfermos de EA (Saez-Valero y
col, 1997; Guevara y col, 1998; Saez-Valero y Small, 2001; Fodero y col,
2002; Kanninen y col, 2004; Sihlbom y col, 2008; Schedin-Weiss y col,
2014). Sin embargo, hasta la fecha no existen datos concluyentes sobre si
en la patologia de EA los mecanismos postraduccionales de glicosilacion
estan afectados.

Dado que cada tipo celular tiene un mecanismo de glicosilacion propia,
tampoco podemos obviar que si la proporcion de distintos subtipos de
neuronas que expresan la reelina cambia en el cerebro patolégico, seria
posible que esto condujera a cambios en el patron de glicosilaciéon de las
proteinas observadas en LCR o extractos cerebrales. Sin embargo, la
glicosilacion de la reelina se encontr6 modificada en el monocultivo de la
linea celular SH-SY5Y tratada con AB (Botella-Lopez y col, 2010). Estas
observaciones son indicativas de que el péptido B-amiloide promueve
alteraciones en la glicosilacion celular de la reelina; queda por determinar el

mecanismo por el que ejerce este efecto.

Una importante cuestién que se originé tras estos estudios. y en la que
centramos nuestro interés, fue si los cambios en glicosilacion de la reelina

comprometian su funcionalidad biolégica.

En el trabajo de Cuchillo-lbanez y col, 2013, hemos comprobado que la
reelina anormalmente glicosilada obtenida de los sobrenadantes de cultivos
celulares tratados con AP, pierde su capacidad de formar estructuras
diméricas, comprometiendo su actividad biologica, ya que es la reelina
dimérica la que interacciona con el receptor y desencadena la senal
intracelular, como se ha discutido en el Capitulo 4. En este trabajo, también
hemos demostrado que la reelina extraida del cerebro de personas con la
EA forma abundantes oligdmeros de elevado peso molecular en lugar de

dimeros. Nuevamente es necesario senalar que el proceso de glicosilacion
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determina en gran medida el plegamiento de las glicoproteinas,
permitiéndoles adoptar su estructura ternaria y/o cuaternaria éptima para su
actividad biolégica. En este contexto, se ha observado que las
modificaciones de la glicosilacion observadas sobre ciertas proteinas
favorecen una agregacion de tipo amiloide (/annuzzi y col, 2013) y, también,
que la pérdida de plegamiento de diversas proteinas puede inducir su propia
agregacion (Invernizzi y col, 2012; Ferreira y col, 2006). De hecho, la reelina
forma agregados cerebrales, un fendbmeno que se asocia al envejecimiento
(Knuesel y col, 2009; Madhusudan y col, 2009); pero que se ha postulado
podrian también contribuir al progreso de la amiloidosis caracteristica de la
EA (Doehner y col, 2010; Krstic y col, 2013). Asi, se ha descrito tanto en
cerebro de roedores, como de primates adultos y humanos, que los
agregados de reelina colocalizan con depésitos oligémericos de AB (Knuesel
y col, 2009, Notter y Knuesel, 2013). Por lo tanto, planteamos que la
presencia de una reelina con una glicosilacion andémala y con mayor
tendencia a formar oligdbmeros, podria inducir la formacién de agregados en
tejido cerebral, quizds también conteniendo oligdmeros de AP, que
favoreceria la formacién de placas amiloides. Por tanto, creemos que
resultaria interesante analizar qué tipo de reelina se encuentra en las placas
seniles de cerebros de EA.

Nuestro grupo también ha investigado la interaccion proteina-proteina entre
la reelina soluble y el AB, ya que co-inmunoprecipitan en extractos de
corteza humana (datos no incluidos en esta memoria y que forman parte de
un articulo en preparacion). La agregacion amiloidogénica altera
propiedades fisicoquimicas de las proteinas con las que interactia y esto
afecta a sus actividades biologicas (Olzscha y col, 2011). De este modo, la
presencia de AB podria modificar la funcion de la reelina ya sea por una
interaccién directa con ella o bien modificando la via de su glicosilacién. Por
lo que no podemos descartar que la interaccion directa de la reelina con AR
comprometa la funcionalidad de ésta glicoproteina. Estos efectos, no
excluyentes uno del otro, contribuirian a la falta de actividad biolégica de la

reelina en el cerebro de individuos con la EA.
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A nivel funcional, resulté interesante observar que in vitro la reelina
expresada en presencia de AR muestra una menor afinidad de unién por su
receptor ApoER2 (Cuchillo-lbanez y col, 2013). Queda por demostrar si la
reelina presente en cerebros con la EA presenta de manera semejante una
afinidad disminuida por ApoER2. Estos ensayos estan en actual realizaciéon

por nuestro grupo.

Una forma alternativa de examinar el grado de interaccién entre la reelina y
su receptor es analizar los productos de protedlisis de su receptor. Como
hemos comentado en el Capitulo 4, en condiciones biol6gicas normales,
después de que la interaccion con la reelina se haya concretado, ocurre la
protedlisis del ApoER2 por la accion secuencial de la a- y la y-secretasa
(Hoe y Rebeck, 2005; May y col, 2002). Nosotros hemos sido capaces de
detectar fragmentos solubles de ApoER2 en LCR humano (Anexo), los
cuales se generarian tras el corte de la a-secretasa (Koch y col, 2002). Los
niveles de este fragmento soluble aparecen disminuidos en el LCR de
pacientes con la EA, en comparacion con pacientes controles. Este hecho es
concordante con nuestra hipétesis, ya que la reelina en el cerebro de
personas con la EA no seria capaz de unirse eficientemente a ApoER2, y
este hecho afectaria al procesamiento del receptor, provocando una
disminucion de los niveles de este fragmento soluble. Y lo que es mas
importante, estos datos corroboran que la via de sefalizacion de reelina no

funciona de manera adecuada en el cerebro de sujetos con Alzheimer.

Una disminucién de la afinidad de la reelina por su receptor afectaria a la
cascada de senalizacion intracelular activada por la reelina, y como
consecuencia, alteraria los procesos celulares que son regulados por esta
glicoproteina. En este contexto, el tratamiento de cultivos primarios
neuronales con la reelina obtenida en presencia de AB fue esclarecedor
(Cuchillo-lbanez y col, 2013). La reelina obtenida en presencia de AR no
interacciona apropiadamente con su receptor y falla en activar a la proteina
adaptadora Dab1 lo que determina que la quinasa GSK-3 permanezca en
un estado activo y favorece la fosforilacion de la proteina tau. Estas
observaciones nos permiten plantear que aunque los niveles de reelina sean

altos en cerebros con la EA su funcionalidad estd comprometida y resulta
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ineficaz en modular los procesos celulares en los que participa, viéndose
favorecida la formaciéon ovillos neurofibrilares (Beffert y col, 2002;
Kocherhans y col, 2010), que como vimos en el Capitulo 1, es un proceso
implicado en el desarrollo de la EA y otras enfermedades
neurodegenerativas (Avila, 2000).

Debido a que el péptido AR es el factor que promueve la presencia de
glicoformas de reelina con una funcion biolégica alterada, y a su vez, estas
formas anormales inducen los niveles anormalmente altos de la proteina tau
fosforilada; la reelina aparece como una proteina que relaciona directamente
ambos efectores toxicos del Alzheimer: el péptido AB y la proteina tau en un

estado hiperfosforilado.

Nuestros datos indican que los niveles de reelina estan incrementados en
extractos cerebrales de sujetos con la EA, pero ello no significa una mayor
activacién de su cascada. Asi, la mayor parte de la reelina presente en el
cerebro patolégico no muestra una funcionalidad adecuada, medida como
efectividad en la unién a su receptor y la formacién de dimeros, y en efecto
los niveles de la reelina bioldgicamente activa serian bajos. Ademas, es
probable que la oligomerizacion de glicoformas de reelina alteradas

“secuestre” parte de la reelina activa, bloqueando su funcion.

No obstante, sin entrar en la caracterizacion de la glicosilacion de reelina,
sigue siendo controvertido cudles son realmente los niveles totales de la
reelina en el cerebro de personas con la EA e incluso en modelos murinos
de sobrexpresion amiloide. Mientras nuestros datos y de otros grupos
apuntan al aumento de reelina en el cerebro de pacientes con la EA (Saez-
Valero y col, 2003; Botella-Lépez y col, 2006; 2010 Kramer y col, 2011;
Santa Maria y col, 2010), otros grupos de investigacién reportan una
deplecion (Chin y col, 2007; Hoe y col, 2009; Herring y col, 2012). No existe
una razén clara para explicar estas divergencias; pero creemos que diversos
aspectos metodolégicos, sumados a las condiciones de extraccion de la
reelina particularmente en cerebro de sujetos con Alzheimer, contribuyen a
estas divergencias. De este modo, es posible que una importante fraccion de

la reelina no se extraiga adecuadamente debido a su interaccién con los
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depédsitos amiloides, lo que la hace dificilmente extraible. Ademas, es
importante destacar la baja estabilidad de la reelina, ya que se degrada
facilmente con las variaciones de temperatura, como ocurre con los cambios
de temperatura durante el andlisis por electroforesis y Western blot, asi
como con ciclos de congelacion y descongelacién, o un almacenamiento
prolongado a -20°C (Botella-Lopez y col, 2006). También hemos observado
una alta variabilidad tanto a nivel de la proteina como de su transcripto en
tejido de sujetos con Alzheimer. Todo ello nos lleva a considerar que soélo el
analisis de colecciones largas de muestras, junto a un adecuado manejo
experimental de las mismas, ayudara a resolver si la reelina estd aumentada

o disminuida en el cerebro de personas con la EA.

La reelina mantiene una influencia reciproca con la produccion del péptido
AB. Esta relacion surge de estudios en los que se ha detectado que la
interaccion entre la reelina y el APP, mediante Dab1 (Hoareau y col, 2008),
regula el trafico y el procesamiento del APP (Minami y col, 2011). En este
sentido, no seria imprudente presumir que una reelina incapaz de activar su
via de sefalizacién, podria determinar también alteraciones en el balance
del procesamiento amiloidogénico/no amiloidogénico del APP. Resultaria
interesante comprobar si la presencia de glicoformas de la reelina
anormalmente glicosilada podria aumentar la produccion de péptidos Ap.
Esto contribuiria a la alteracion de la glicosilacion y dimerizacién de reelina
por el exceso de AP, generando un bucle pernicioso que conduciria
finalmente a la depleciéon de la actividad sinaptica y a la muerte neuronal
observada en la EA.

Asociado a la interaccién que ocurre entre la reelina y su receptor, no
podemos dejar de ahondar en el subsecuente procesamiento del ApoER2.
Tras la interaccidén con reelina, ApoER2 sufre un primer corte por enzimas
con actividad a-secretasa, que conlleva la liberaciéon de un fragmento soluble
del receptor; el procesamiento continla en su regién de transmembrana
mediante la y-secretasa. Este corte libera un fragmento intracelular (ICD) del
ApoER2, de manera semejante a lo observado con diversas proteinas de
transmembrana como el APP y Notch (comentado en los Capitulos 2y 5).
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En Balmaceda y col, 2013, decidimos analizar el procesamiento del ApoER2
por y-secretasa y la posible actividad transcripcional de su ICD. Nuestro
estudio demuestra que el ApoER2-ICD se localiza en el nucleo celular, co-
inmunoprecipita con la regién promotora del gen de la reelina y regula
negativamente su expresion. El bloqueo del procesamiento del receptor in
vitro con un inhibidor de y-secretasa, induce un aumento de la expresién de
la reelina, de igual manera a lo que se observa in vivo en la corteza de

ratones knock-out de PS1.

Estos resultados demuestran una auto-regulacién de los niveles de reelina
que dependen de su interaccidn con el receptor, y por lo tanto de su accion
biolégica. Estos datos resultan ser compatibles con nuestra hipoétesis que
plantea que en el cerebro de sujetos con la EA, la reelina interactia de
manera ineficiente con su receptor (Cuchillo Ibanez y col, 2013). Por lo que
una union ineficiente entre la reelina y el ApoER2 determinaria también una
menor generacion no solo del fragmento soluble extracelular detectado en el
LCR (Anexo), sino también de su ICD. Como consecuencia, una escasa
generacion del ApoER2-ICD favoreceria aumentos en la expresién de la
reelina, como detectamos en el cerebro de sujetos con la EA. El por qué y el
como se genera una reelina anormalmente glicosilada en una condicién
amiloide es lo que queda por averiguar, aunque nuestros resultados
sugieren que estas alteraciones son promovidas directamente por el AB. En
relacion con la EA, el papel que tendria la PS1 en el procesamiento de
ApoER2 y la sucesiva regulacién de la reelina, necesitan estudiarse con mas
profundidad. Hay que recordar, como discutimos en el Capitulo 2, que las
mutaciones detectadas sobre la PS1 que dan origen a las variantes
familiares de la EA, favorecen la produccién de AB42 altamente toxico (St
George-Hyslop, 2000).

Resulta complicado determinar los niveles del fragmento ICD del ApoER2 en
tejido cerebral tanto de humano como de ratén. Esto probablemente sea
debido a sus bajos niveles y su inestabilidad. Algo semejante a lo que ocurre
con el ICD del APP, de los que no existen datos claros acerca de si su

generacion esta aumentada en la EA. De hecho, nuestro grupo tampoco ha
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sido capaz de determinar la presencia del ApoER2-ICD en extractos de
cerebro humano, aunque presumimos que estan disminuidos en el cerebro
de sujetos con Alzheimer. En cuanto a la similitud existente entre el APP y el
ApoER2, hay que recordar que el APP es objeto de procesamiento
alternativo por combinacion a/y-secretasa, en la via de procesamiento no
amiloidogénico, o bien por la combinacion p/y-secretasa, en la via
amiloidogénica; mientras que para el ApoER2 sbélo conocemos el
procesamiento a/y-secretasa. Otra diferencia entre ambas proteinas es que
mientras el procesamiento de ApoER2 es activado por unién de su ligando
reelina, se desconoce coOmo se activa el procesamiento del APP (Thinakaran
y Koo, 2008; Haass y col, 2012). Ademas de que la baja afinidad de la
reelina por el ApoER2 en el cerebro de sujetos con EA determinaria un
menor procesamiento del receptor, resulta dificil intuir como un
malfuncionamiento de la actividad y-secretasa, en el contexto del Alzheimer,
pueda repercutir en el procesamiento del ApoER2 y si promoveria mayor o

menor procesamiento del mismo.

Ademas de la regulacién de la reelina modulada por el procesamiento de su
receptor, existen otros mecanismos moleculares implicados en su
regulaciéon. En varios desordenes psiquiatricos como la esquizofrenia, el
desorden bipolar y el autismo, se ha observado un fallo en la regulacion
epigénica de la reelina. Este tipo de regulacién implica modificaciones sobre
la molécula de ADN o bien sobre sus proteinas asociadas (Levenson y
Sweatt, 2005). En estas patologias, se ha observado una disminucién de la
actividad del promotor de la reelina, provocada por una hipermetilacién en
los islotes CpG, asociandose esta represidén con niveles disminuidos de su
proteina (Abdolmaleky y col, 2004, Grayson y col, 2005; Guidotti y col,
2007). Estudios recientes han demostrado que el AR es capaz ejercer
regulacién epigénica a través de la metilacién del DNA, la modulacion de la
union de histonas y otros mecanismos (Lithner y col, 2013; Hodgson y col,
2013). En este campo, queda por analizar si el péptido AR seria capaz de

inducir modificaciones sobre la region promotora de la reelina.
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Otros aspectos novedosos y relevantes que se pueden deducir de nuestro
trabajo (Balmaceda y col, 2013) estan relacionados con la regulacion
autocrina de la sefial de la reelina, un mecanismo regulatorio casi
inexplorado para la reelina, por considerarse casi exclusivamente su efecto
paracrino distal. Nuestros datos indican la conveniencia de examinar la
regulacion de reelina en neuronas receptoras de su sefal, algo que no habia

recibido mayor atencién hasta la fecha.

En resumen, sostenemos que los resultados recogidos en esta Tesis
contribuyen a esclarecer que en cerebros de personas con la EA existe un
déficit en la sefnalizaciébn inducida por la reelina, a pesar de su
sobreexpresion. Este defecto en la funcion de la reelina parece estar
promovido por el AB, y conduce a una hiperfosforilacion de la proteina tau.
En este sentido, otros ligandos alternativos de ApoER2 pueden participar
también en esta falta de balance adecuado de la via de sefalizacion de
reelina. Asi, se sabe que precisamente la isoforma ApoE4, que representa el
mayor factor de riesgo genético de padecer EA (ver Capitulo 2), es la
variante de ApoE que presenta mayor afinidad de unién por el ApoER2
(D’Arcangelo y col, 1999); por lo que representaria un mayor competidor
para la reelina en su interaccion por el receptor. También, en relacion con las
proteinas que resultan ser relevantes en el desarrollo del Alzheimer, hemos
descubierto que la PS1 interviene directamente en la regulacion de la reelina
mediante el procesamiento del ApoER2.

El mayor conocimiento de todas estas interacciones, y de las alteraciones de
las mismas en la condicién patoldgica, podria contribuir a una mejor
comprensién de los mecanismos que cooperan en el progreso de la EA. Las
rutas celulares y moleculares donde interviene la reelina aparecen
directamente asociadas con las proteinas implicadas en las lesiones
caracteristicas de la EA, por lo que una ampliacién de los conocimientos de
esta glicoproteina y su regulacion podria contribuir positivamente en el
desarrollo de terapias que ayuden a paliar el deterioro que se produce
durante el progreso de la EA.

-97 -



UNIVERSITA
Miguel
Hernandez




Conclusiones

7. CONCLUSIONES

Las conclusiones generales que se recogen en esta Tesis se resumen en

los siguientes puntos:

e La reelina que se expresa en presencia del péptido amiloide AP
muestra una glicosilacion alterada, de manera semejante a aquella
caracterizada en la reelina extraida de cerebro de personas con la
EA. Esta glicoforma alterada se presenta en agregados oligoméricos

en lugar de dimeros, que son las formas funcionales de reelina.

e Lareelina expresada en presencia del péptido AR muestra una menor
afinidad de union por el ApoER2 en ensayos in vitro, lo que

comprometeria la activacion de la cascada de sefalizacion reelina.

e Las glicoformas de la reelina expresadas en presencia del péptido AB
fallan en activar la fosforilacién de la proteina adaptadora intracelular
Dab1 y, en consecuencia, en inactivar la quinasa GSK-3[, lo que

conduce a un aumento de la fosforilacion de la proteina tau.

e La presencia de una reelina alterada aumenta los niveles de 14-3-3,
una proteina que favorece la activacién de la quinasa GSK-38 vy, por

lo tanto, también favorece el incremento en la fosforilacién de tau.

e La union de la reelina al ApoER2 induce el procesamiento del
receptor y la generacion de un fragmento soluble extracelular,

caracterizado en ensayos in vitro.

e En LCR post mortem de personas con la EA, los fragmentos
proteoliticos solubles del ApoER2 se encuentran disminuidos respecto

a los niveles determinados en sujetos sin demencia.

e En corteza de ratones knock-out de PS1 donde la actividad y-

secretasa esta disminuida, la expresién de la reelina aumenta.
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e En el modelo de linea neuronal SH-SY5Y, confirmamos el papel de la
actividad y-secretasa en el procesamiento del receptor ApoER2; y
conseguimos modular los niveles proteicos de reelina por
sobreexpresion del receptor o inhibicién de su procesamiento.

e El fragmento intracelular de ApoER2 generado por el procesamiento
de la y-secretasa se transloca al nucleo celular, donde interacciona
directamente con la regién promotora del gen de la reelina y modula

negativamente su actividad transcripcional.
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8. APENDICE

Migracidon neuronal: El papel de la reelina

La formacién en capas o estratos de la corteza cerebral durante el desarrollo
embrionario ocurre mediante migraciones celulares que estan reguladas por la reelina.
Estos movimientos de migracion celular permite la formacion de estructuras laminadas,
tales como la neocorteza, el hipocampo y el cerebelo. La formacién de laminaciones, son
indispensables para crear redes neuronales funcionales. Durante el desarrollo embrionario
cerebral la reelina es sintetizada por células Cajal-Retzius que estdn contenidas en las
capas superficiales (zona marginal) de la corteza cerebral, porcélulas granulares de la
capa granular externa del cerebelo y células granilares del estrato lacunosum molecular
del hipocampo (Alcantara y col, 1998; Schiffmann y col, 1997; D Arcangelo y col, 1995;
Ogawa y col, 1995).

Desarrollo de la corteza

La mejor funcion caracterizada de la reelina a nivel embrionario es el control que
ejerce sobre la migracion radial de neuronas. Este tipo de movimiento radial ocurre mediado
por células de la denominada glia radial, y conduce a la formacién de capas (placas)
celulares que seran funcional y morfolégicamente diferentes. En la neocorteza las neuronas
nacen en la zona ventricular por division asimétrica comenzado a migrar hacia la superficie
pial, formando la primer placa, llamada pre-placa (Figura 10.A). Estas neuronas jovenes,
migran de forma radial hacia la superficie pial dividiendo a la pre-placa en dos (Figura 10.B)
.Asi, la capa mas profunda forma la llamada sub-placa y se diferencia de una capa mas
superficial, llamada zona marginal, que contiene células Cajal-Retzius productoras de
reelina, ademas de otras células que formaran las futuras capas. Desde la zona marginal las
células Cajal-Retzius ejecutaran funciones cruciales para una corticogénesis normal, que
involucra la sintesis y secrecion de la reelina. A continuacién, cada nuevo grupo de nuevas
células, migrarédn sobrepasando las capas antiguas através de la zona marginal (Figura 10
C-D-E) y formaran las tipicas 6 capas celulares de la corteza de mamiferos en un modelo

“dentro-fuera” (Figura 10 F) (Angevine y Sidman, 1961).
La reelina ejerce diferentes efectos en la formacién de la capa cortical:

e  Favorece la divisién de la pre-placa mediante la repulsion que surge en las neuronas

de la sub-placa.

e Actia como quimioatractora de neuronas: la reelina es sintetizada en el sitio que sera

el destino final de las neuronas que estén migrando, y esto favorece la migracion de
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cuerpos neuronales desde las zonas mas profundas de la corteza en formacion

(Gilmore y Herrup, 2000).

Asimismo, la reelina detiene la migracién neuronal en la zona marginal luego de que se une

a sus receptores (VLDLR y ApoER2) presentes en la membrana de las neuronas que estan

migrando. Estos receptores se expresan de manera selectiva en las neuronas migratorias

(aunque también han sido indenticados en la glia radial; ver Luque y col, 2003). La unién de

reelina ya sea a uno u otro receptor, puede ejercer diferentes efectos en la migracién, que

influyen en la formacion de las capas corticales. Se ha observado que los ratones

deficientes de VLDLR la falta de dicho receptor interrumpe la migracion de neuronas

jovenes; mientras que en ratones deficientes en ApoER2 la migracién de neuronas tardias

resulta mas afectada. Esto sugiere que los efectos de la reelina pueden ser diferentes segun

el receptor que traduzca su sefial (Hack y col, 2002). La uni6n de la reelina a sus

receptores, desata una cascada de sefalizacion en la célula migratoria que induce su

diferenciacion y distribucién en las diferentes capas (Dulabon y col, 2000).
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Figura 10: La organizacion de la neocorteza: Durante el desarrollo embrionario, la migracién radial forma
la capa neocortical. La migracion radial de las neuronas ocurre a lo largo de la glia radial (barras
verticales). La migracion ocurre desde las zonas germinales (zonas profundas) hacia las zonas corticales
mas superficiales. La zona ventricular (ZV) es la zona germinativa y esta compuesta por los progenitores
multipotentes de células neuronales.A)En embriones de ratén de 11 dias (E11), las neuronas post-
mitéticas que migran desde la ZV hacia la superficie de la pia madre forman la preplaca (PP), que contiene
células Cajal Retzius reelina-positivas, entre otras.B) En embriones de 13 dias (E13), una segunda tanda
de células neuronales migran a través de la zona intermedia (ZI) y divide a la preplaca en la placa de la
zona marginal (ZM), donde quedan las células Cajal Retzius, y la subplaca (SP). Entre estas dos placas,
se genera la placa cortical (PC).C-D-E) En embriones de 14-18 dias, las neuronas se expanden en la placa
cortical en un modelo “dentro-fuera” en donde cada neurona pasa desde las capas mas profundas y se
ubica por debajo de la zona marginal para generar el modelo dentro-fuera. F) Al alcanzar la fase adulta, la
subplaca degenera y forma la 6° capa de la neocorteza. Las capas neocorticales, seran funcional y
morfolégicamente diferentes. 1 a 6 representan las 6 placas corticales. Figura adaptada de Gupta y col,
2002.
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La disrupcion en la produccién de reelina en estadios claves del desarrollo embrionario, o la
alteracién de su cascada de senalizacién, tiene como consecuencia efectos morfolégicos
devastadores que llevan a una profunda disrupcién cognitiva postnatal (Trommsdorff y col,
1999; Howel y col, 1997a). Estos efectos pone en evidencia el importante papel de la reelina

en la formacion de la corteza cerebral.

El ratén reeler

En 1948, en el Instituto de Genética Animal de Edimburgo, se encontré un grupo de
ratones que presentaban una alteracion severa en los movimientos motores. Estos ratones
portaban una mutacién autosémica recesiva surgida de manera espontanea, conocida como
la mutacion reeler (Falconer, 1951). Las evidencias fenotipicas de los ratones reeler
consisten en déficit motores severos caracterizados por una marcha descoordinada e
inestable, temblores severos, ataxia y muerte temprana por lo general alrededor de la época
del destete (Sheldon y col, 1997; Ware y col, 1997). Histolégicamente, los ratones reeler
muestran severas perturbaciones en la distribucion de las capas corticales, en la laminacién
del hipocampo y un cerebelo con escasa o totalmente carente laminacién (Hamburgh, 1963)
(Figura 11 B). En los ratones reeler, las neuronas se generan en las zonas germinativas de
igual forma que el ratéon con genotipo salvaje. Sin embargo, estas neuronas presentan un
posicionamiento celular desordenado en las estructuras laminadas del cerebro: corteza,
hipocampo y cerebelo. En la corteza del ratén reeler, las neuronas que migran no son
capaces de dividir la preplaca y generan una estructura llamada superplaca, que muestra
una distribucion dentro-fuera interrumpida en la que las neuronas estan apiladas y se
encuentran en una disposicion invertida respecto a las 6 capas celulares de la corteza con
genotipo salvaje(Figura 11 A) (Caviness y Sidman, 1973; Lambert de Rouvroit y Goffinet
1998).

Hasta finales del siglo pasado no se identificé a la reelina como la proteina defectiva en el
ratén reeler (D'Arcangelo y col, 1995; Hirotsune y col, 1995; Ogawa y col 1995). Es
interesante sefalar que tanto los ratones deficientes en ambos receptores de reelina, asi
como en el adaptador intracelular Dab1 presentan también un fenotipo similar a reeler
(Sheldon y col, 1997; Howell y col, 1997a; Trommsdorff y col, 1999). En conjunto, este tipo
de mutaciones pone en evidencia de que la reelina y los elementos de su ruta de

senalizacion son cruciales durante el desarrollo de las estructuras corticales del cerebro.
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Figura 11 A) Representacion de la citoarquitectura del raton reeler. En ratones con mutaciones
reeler, y tipo reeler, la cantidad de neuronas es normal, y existe una formacién normal de la preplaca
(PP). Sin embargo, la preplaca no se divide y forma una estructura llamada superplaca (SPP). Como
consecuencia de ésta distribucion anémala, no se producen la zona marginal ni la sub-placa La placa
cortical (CP) se forma por debajo de la superplaca quedando con un orden invertido respecto a la
placa cortical de ratones con genotipo salvaje. Esto indica que las neuronas tardias son incapaces de
migrar a través de sus precursores, se apilan y alteran la distribucion neuronal dentro-fuera. B)
Secciones de corteza somatosensorial de ratones de 14 dias post-natal con genotipo salvaje (A) y
reeler (B).La tincion de interneuronas muestra la laminacién alterada que se presenta en el raton tipo
reeler (escala 300 um).PP pre-placa, ZV zona ventricular, ZI zona intermedia, PC placa cortical,SP
super placal a 6 representan las 6 placas corticales. Figura adaptada de Gupta y col, 2002,y Pla y
col, 2006.

Deficiencia de la reelina en humanos: Lisencefalia con hipoplasia cerebelar

La lisencefalia es un desorden que ocurre en el proceso de migracion neuronal

durante la gestacién. Esta caracterizada por la escasa o total ausencia de las

circunvoluciones del cerebro que producen una superficie cerebral lisa (Barkovich y col,

2005). Las estructuras cerebrales laminadas presentan una citoarquitectura anémala,

dando como resultado la formacién de una corteza muy gruesa (10-20 mm en relacién a

los 4 mm normales). Se han reconocido diferentes tipos de lisencefalia, entre ellas se

encuentra la lisencefalia con hipoplasia cerebelar (LCH), que presenta ademas un escaso

desarrollo del cerebelo. Se han reportado 6 subtipos diferentes de LCH, con una clinica

heterogénea (Ross y col, 2001). En términos generales, las caracteristicas fenotipicas de

la LCH muestran un engrosamiento de la materia gris cortical, hipoplasia del cerebelo,
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marcadamente reducido en volumen y con una laminaciéon alterada, asi como
unamarcada desorganizacion del hipocampo (Hong y col, 2000) Los nifios afectados
presentan conectividad neuromuscular anormal y linfoedema, ademas de retraso mental,
hipotonia, ataxia severa y ataques de apoplejia. Los estudios genéticos de nifios
afectados con la LCH han revelado la presencia de mutaciones autosémicas recesivas en
el gen de la reelina, resultando un déficit en la funcionalidad de esta proteina (Zaki y col,
2007; Chang y col, 2007).
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