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1.- RESUMEN

La Reelina es una proteina de matriz extracelular, que es capaz de unirse a los
receptores neuronales ApoER2 y VLDLR. La unién de Reelina a estos receptores induce la
fosforilacidén en tirosina de la proteina adaptadora mDabl, la que a su vez puede unirse a
multiples proteinas activando diversas cascadas de transduccion de sefales; entre ellas la
que involucra la activacion de Gsk3[3 y CdkS. con la subsecuente fosforilacion en modo |
de MAPIB. una proteina especifica de neuronas implicada en el control de la estabilidad
dindmica de microtubulos y la comunicacion entre microtibulos y filamentos de actina.

En esta memoria de titulo hemos producido Reelina recombinante a partir de células
HEK-293T transfectadas establemente con un plasmido que codifica para el cDNA de
Reelina. La Reelina recombinante, presente en el medio condicionado de dichas células, fue
luego concentrada utilizando un sistema de filtracion con corte por peso molecular.

Por otro lado, establecimos cultivos primarios de neuronas corticales de ratones en
estadio embrionario entre los dias 15 y 16 post-fertilizacion (E15-E16). que procedimos a
estimular con el medio concentrado enriquecido en Reelina.

Fuimos capaces de detectar la activaciéon de la via canodnica de transduccién de
sefiales activada en respuesta a Reelina en cultivos primarios de neuronas, en la cual atin no
se ha demostrado la participacion de Rho GTPasas pequefias. Esto nos indicd que la
Reelina recombinante obtenida se encuentra biologicamente activa.

Ademas determinamos la actividad de proteinas involucradas en la dindmica de

actina en respuesta a Reelina, encontramos que la actividad de Racl no estaria siendo



modificada, pero si estaria siendo modificada la actividad de efectores rio abajo como son
LIMK y Cofilina. Indicando que tal vez existe una regulacion a través de la modulacion de

otras proteinas involucradas diferentes de Racl con funcion similar.
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2.- INTRODUCCION

La formacién de las regiones laminadas del sistema nervioso central {SNC) esta
marcada por series de olas migratorias, en las cuales neuronas post-mitoticas dejan su lugar
de nacimiento en la zona ventricular y se mueven sobre las fibras de glias radiales a su
destino final. en donde se posicionan en capas bien definidas, durante este proceso, las
neuronas que nacen en estadios comunes de desarrollo se dispondran en la misma capa
(Rivas v Hatten, 1993; Trommsdorff et al, 1999; Gupta et al, 2002; Nadarajah et al, 2001;
Nadarajah y Parnavelas, 2002).

Los eventos moleculares que regulan la interaccion de las células que se encuentran
migrando con su entorno y las sefiales que les indican su posicion espacial durante el
desarrotlo del SNC son complejas y ain muy poco entendlidas (Trommsdorff et ul. 1999).

Se han descrito muchas moléculas que dirigen y modulan distintas etapas durante
los procesos migratorios, como Netrinas, Slits, Efrinas y Reelina, a través de la activacion
de complejas cascadas de sefalizacion (Hatten, 1999; Huber et al, 2003, Marin v
Rubenstein, 2003).

La Reelina es una glicoproteina de matriz extracelular de 380 kilodalton que es
secretada por las células de Cajal-Retzius en la zona marginal o més externa de la corteza,
generando un gradiente hacia las zonas mas profundas y ha sido postulada como una sef al
que les indica a las neuronas cuando dejar de migrar duraljte su posicionamiento {Ogenwa el
al, 1995), de esta forma dirige la migracion de las neuronas en una de las estructuras
laminadas del cerebro, que corresponde a la corteza cerebral (Howell et al, 1999), dando

origen a 6 capas bien definidas en ratones y humanos (Gupta et al., 2002). Otras estructuras
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laminadas del cerebro, en cuya formacion también estd involucrada Reelina corresponden
al hipocampo y el cerebelo.

Para que las neuronas puedan migrar se requiere que ¢l citoesqueleto neuronal sea
modificado dindmicamente. Dicha modulacién requiere cambios en la formacion y
mantencion de microtdbulos y microfilamentos de actina. (Rivas y Hatten, 1995, Gonzdlez-
Billault ef al, 2005).

Diversos experimentos y modelos animales han demostrado que la Reelina es una
sefial critica involucrada en el correcto posicionamiento de las neuronas que se encuentran
migrando durante la formacion del sistema nervioso central en vertebrados (Gupta et al,
2002; Rice y Curran, 2001). Podemos observar en el diagrama de la figura 1 que durante la
formacién de la corteza del raton Reeler (deficiente en Reelina; D Arcangelo et al., 1995:
D Arcangelo y Curran, 1998) se observa una inversién en la posicion de las capas
corticales, lo que se observa también en animales mutantes para proteinas involucradas en

su cascada de transduccién (Gupta et al., 2002).

Correcto posicionamiento Posicionamiento en animales deficientes
en proteinas involucradas en migracion
neuronal dependiente de Reelina

Figura 1. Diagrama que ilustra el posicionamiento de las neuronas segin el

estadio de desarrollo. Se esquematiza ¢l posicionamiento normal de las neuronas durante



el desarrollo de la corteza cerebral y el posicionamiento que se lleva a cabo en animales
mutantes deficientes en Reelina ¢ alguna de las proteinas involucradas en su via de
transduccién canonica, como mDabl 6 sus receptores ApoER2 junto con VLDLR.

(Adaptado de Gupta et al., 2002.)

Se ha demostrado, mediante el uso de modelos murinos de pérdida de funcion. que
adicionalmente a Reelina, existen otras proteinas involucradas que son claves para el
correcto  posicionamiento de las neuronas durantes el desarrollo de las estructuras
laminadas del SNC, como el adaptador mDabl (Howell et al, 1997, Ware et al, 1997,
Ballif et al, 2003, Bielas et al, 2004, Olson et al, 2006), las proteinas asociadas a
microtibulos poco convencionales Dex (Gdalyahu et al, 2004) y Lis| (Bielas et al. 2004).
la proteina quinasa dirigida por prolina CdkS (Ohshima et al, 1996) junto a sus activadores
p35 y p39 (Chae et al, 1997, Ko et al, 2001; Gupta y Tsai, 2003); asi como también los
receptores para Reelina ApoER2 y VLDLR (Trommsdorff et al, 1999, Benhavon et al.,
2003); junto con otros receptores que se han asociado a otras cascadas de sefializacion en
respuesta a Reelina como son los receptores de o331 integrina (Anton et al, 1999, Dulabon
et al, 2000) y de protocaderinas (Kohmura et al, 1998, Senzaki et al, 1999).

Nuestro grupo ha demostrado la participacién de una proteina asociada a
microt(bulos de tipo estructural, la MAP1B (Gonzdlez-Billault et al, 2004), en la via de
sefializacion de Reelina. Muchas de las proteinas antes descritas son moduladas por la
cascada de sefalizacion candnica dependiente de Reelina (figura 2).

Se ha descrito que la actividad de Pakl puede ser modulada por CdkS. por lo que

seria logico que fuera también capaz de regular indirectamente a Racl y sus proteinas
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efectoras rio abajo LIMK y Cofilina (Nikolic et al., 1998; proteinas cuyo borde en el dibujo
es mas grueso en la figura 2, que se proponen como blancos para modular la dinamica de

microfilamentos de actina).
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Figura 2. Proteinas involucradas en Ia cascada de sefializacién canénica inducida por

Reelina. (Adaptado de Gupta et al., 2002.)

Para determinar cambios en las propiedades dindmicas del citoesqueleto de actina
decidimos focalizarnos en la activacion de las pequefias proteinas GTPasas de la familia
Rho (Lo, 2000). Esta familia de proteinas controla la polimerizacion y dindmica de los
microfilamentos de actina, funcionando como un interruptor molecular que puede pasar de

un estado inactivo (unido a GDP) a uno activo cuando se encuentra unido a GTP, esta



activacion/inactivacién es catalizada por proteinas GEF (intercambiadores de nucledtidos
guanina, por sus siglas en inglés; Luo, 2000).

La familia esta subdividida en 3 grandes grupos de proteinas, a saber, Racl, cdc4?2
y Rho. Es asi, que se ha descrito que en neuronas la activacion de Rac induce la formacion
de lamelipodios, la activacion de cdc4? la formacion de filopodios, y la de Rho induce el
colapso de las neuritas (4rber ef al., 1998; Luo, 2000, Yang et al., 1998). Es por esto que
nos enfocamos en la activacion de Racl, para lo cual contamos con un ensayo bioquimico
que nos permitiré establecer cambios en la actividad de esta GTPasa monomérica.

Las proteinas pertenecientes a la familia de las Rho GTPasas tienen diferentes
funciones, dependiendo del proceso que se requiera llevar a cabo en un cierto lugar de la

célula (Sastry et al.,, 2006), podemos ver un ejemplo en la figura 3.

VAV? p190 RhoGAP

RhoA

]

Rac] RhoA

Relraction

Figura 3. Modelo en el cual se ilustra los roles antagénicos que cumplen las

Protrusion

proteinas Racl y RhoA en fibroblastes. Ambas proteinas pertenecen a la familia de Rho

GTPasas. (Modificado de Sastry et al., 2006.)



La via de sefializacion dependiente de Racl puede activar a la proteina quinasa
LIMK. la cual a su vez tiene como sustrato a la proteina de union a actina Cofilina.

Cofilina, es una proteina que tiene actividad despolimerizante de microfilamentos
de actina que cuando se encuentra desfosforilada esta en su estado activo. se ha
determinado que su funcion es vital para la formacion de éstructuras caracteristicas
compuestas por actina en los conos de crecimiento en la parte distal de los procesos de las
neuronas.

LIMK es una proteina que es capaz de autofosforilarse y de unirse directamente a
microfilamentos de actina, en su estado activo, es decir, fosforilado. puede modular la
actividad de cofilina fosforilandola en la serina en posicion 3 (Yang et al.. 1998) y de esta
manera disminuir su afinidad por microfilamentos de actina. lo que tiene como resultado

una reorganizacion del citoesqueleto de actina, permitiendo asi la formacion de

lamelipodios (Yang et al., 1998; Arber et al, 1998; Luo, 2000).



3.- HIPOTESIS

Con base en trabajos previos que han demostrado la participacion de MAPIB. una
proteina estructural asociada a los microtibulos, en la via de sefalizacion de Reelina.
(Gonzalez-Billault et al, 2000, 2001, 2003; trabajos sobre migracion neuronal y
estructuracion del citoesqueleto) proponemos que la Reelina es capaz de modular la

actividad de proteinas claves involucradas en la dindmica del citoesqueleto de actina como

fa Rho GTPasa Racl.

Antecedentes que validan esta hipotesis son los siguientes:

1) La sobreexpresion de un dominante negativo de Rac in wtero. produce un arresto

de las neuronas corticales en la zona subventricular (Kawauchi et al, 2003).

2) La sobreexpresion in utero de una forma dominante negativa de Tiaml. una
proteina perteneciente a la familia de activadores de Rac (GEF), produce un efecto similar
aunque no idéntico a la sobreexpresion del dominante negativo de Rac (Kawauchi ¢t al,

2003).

3) Neuronas derivadas del mutante deficiente en MAPIB, que posee un fenotipo
similar aunque no idéntico al mutante de Reeler, muestran una estructuracion aberrante de

su citoesqueleto de actina (Gonzdlez-Billault et al, 2001; 2002).



4) Mutantes en MAP1B muestran una disminucion de las formas activadas de Rac y
una disminucién en la union de Tiaml a microtibulos neuronales (Gonzdlez-Billault,

resultados sin publicar).

5) Cdk5 ha sido colocado en la via de transduccion de sefiales dependiente de

Reelina por debajo de mDabl (Gupta et al, 2002, Gupta y Tsai, 2003).

6) JIP-2, una proteina de andamio que interacciona con el dominio citoplasmatico
del receptor ApoER2 (receptor de Reelina). puede reclutar a Rho-GEF una proteina

involucrada en la activacidén/inactivacion de Rho (Meyer et al., 1999).



4.- OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta memoria de titulo es Analizar los mecanismos
moleculares que controlan las propiedades dindmicas del citoesqueleto de actina en

respuesta a Reelina.

Es de nuestro interés ver la activacion de proteinas Rho-GTPasas y sus efectores en
respuesta a Reelina, ya que se ha involucrado la actividad de estas proteinas en los procesos
de polimerizacion/despolimerizacion de microfilamentos de actina. Para ello analizaremos
la posible modulacion en la actividad de Racl y Cdc42 (proteina de la familia Rho-GTPasa
con funcion muy similar a Racl) y de LIMK y cofilina, proteinas capaces de unirse
directamente a la actina polimerizada, en neuronas estimuladas con Reelina, esto se llevara
a cabo mediante pull down y utilizando un kit de activacion disponible en el laboratorio
para el caso de Racl y Cdc42; para determinar la modulacién de LIMK y cofilina
detectaremos las poblaciones fosforiladas y totales de estas proteinas, analizando si existe

alguna variacion en su razon.



4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1 Produccion de Reelina recombinante a partir de células transfectadas

establemente con un plasmido que contiene el cDNA de Reelina

El primer objetivo especifico propuesto es la mantencion de la linea celular HEK
293T Reelina (transfectada establemente con un plasmido que contiene el cDNA
codificante para Reelina), la induccion de la produccion de Reelina recombinante v la

posterior recoleccion y concentracién del medio condicionado que la contiene.

4.1.2 Establecimiento de cultivos primarios corticales de raton en estadio embrionario

dia 15 a dia 16 post —fecundacion (E15-E16).

Nuestro segundo objetivo especifico es poner a punto el cultivo primario de

neuronas corticales de raton embrionario en los dias 15 a 16 post-fecundacion.

4.1.3 Deteccion de la actividad biologica de la Reelina recombinante producida

anteriormente

El tercer objetivo es estudiar si la Reelina recombinante producida es
bioldgicamente activa, para ello determinaremos la activacion de proteinas ya descritas
involucradas en su via canonica de sefalizacion mediante la estimulacion de cultivos

primarios corticales.
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5.- MATERIALES Y METODROS

5.1 MATERIALES

5.1.1 Material biolégico

5.1.1.1 Animales

Se utilizaron las cepas de ratones (Mus musculus) C57BL/6J v BALB/c. Se
utilizaron estas dos cepas diferentes de ratones debido a que se ha descrito que el fondo
genético puede afectar los resultados obtenidos, debido a esto se ha propuesto utilizar
fondos genéticos comunes para tener resultados mas reproducibles. Ambas cepas utilizadas
son recomendadas como cepas estandares (Frankel, 1998).

Los animales fueron tratados segun el protocolo de manipulacion de animales,

disefiado por la comision de ética del departamento de biologia de la Universidad de Chile.

5.1.1.2 Lineas celulares

Se utiliz6 la linea celular HEK-293T (proveniente de rifion humano embrionario). la
cual fue previamente transfectada establemente con un plasmido que contiene un gen que
codifica para el cDNA de la glicoproteina de matriz extracelular involucrada en migracion
neuronal radial Reelina (HEK-293T Reelina), inducible por privacion de suero. Se

utilizaron células HEK-293T sin transfectar como control.



5.1.2 Reactivos quimicos y de cultivo celular

Los reactivos y productos quimicos de uso general utilizados durante el desarrolio
de esta memoria de titulo fueron obtenidos de Sigma, TCL, Calbiochem, Winkler vy
Sudelab. Las peliculas autoradiograficas de FujiFilm (HR-U30). Los medios, antibioticos y
suplementos utilizados para cultivo celular son de Gibco. Las placas de cultivo utilizadas

fueron adquiridas de Orange Inc. El ECL es de Perkin Elmer.

5.2 METODOS

5.2.1. Cultivo Celular

Las lineas HEK-293T (linea control, sin transfectar) y HEK-293T-Reelina fueron
crecidas en medio DMEM suplementado con 5 6 10% FBS, 100 pg/mL de penicilina, 100
ng/mL de estreptomicina, geneticina (G418) 250 uL/mL (como medio de seleccion para las
células transfectadas) y cultivadas en placas de cultivo de 100 mm a 37°C, en un incubador
con 5% de CO2 y humedad controlada al 95% hasta alcanzar una densidad de 80 a 90%.

Para inducir la produccion de la proteina recombinante se utilizo el mismo medio sin suero.
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5.2.2 Establecimiento de cultivos primarios

La preparacion de cultivos de neuronas corticales se realizé a partir de embriones en
estadio E15-E16, segln el protocolo previamente descrito (Banker y Cowan, 1977). Este
protocolo consiste en: después de obtener los embriones y disectar el neocortex, el tejido se
fragmenta y se incuba con HBSS - EDTA Tripsina 0,25% por 10 minutos a 37°C.
Posteriormente se realizan 3 lavados con HBBS y se disgrega suavemente ¢l tejido con una
pipeta Pasteur. Finalmente se determina el nimero de neuronas por contaje en un
hemocitometro y se siembran en placas de Petri de 100 mm (Orange cientific inc.) 6
cubreobjetos de vidrio de 12 mm de didmetro recubiertos de un sustrato adhesivo (poli-D-
lisina) en placas de 24 pocillos; a una densidad de cerca de 2,5 millones de células para las
placas y de cerca de 70.000 células para los cubreobjetos, en medio neurobasal-10% suero
de caballo (HS) suplementado con glutamina 2mM, piruvato ImM, 100 pg/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, durante 3 horas. Luego de este intervalo de
tiempo, se cambia el medio neurobasal-10% HS por el medio neurobasal suplementado con
B27, glutamina 2mM, piruvato ImM, 100 pg/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina. Posteriormente las placas se mantienen en incubador humidificado a 37°C.

95% de humedad y 5% de CO, durante dos dias.



5.2.3 Produccion de Reelina recombinante

-0y
s |

5.2.3.1 Induccion de la produccion de Reelina recombinante en células HEK-2937

i

Reelina

Las células HEK-293T Reelina se mantuvieron en cultivo hasta una confluencia de
cerca del 80%, cuando se indujo la produccion de Reelina cambiando el medio de cultivo 3
6 10% suero por uno carente de suero y se les permitio producir Reelina durante 3 dias.
realizando una recoleccion diaria, cambiando el medio condicionado por medio fresco. El
medio condicionado recolectado luego fue filtrado a través de membranas porosas de 0.22
um y finalmente concentrado utilizando un sistema de filtracion que separa las proteinas de
acuerdo a su peso molecular. Se procedié de la misma manera para el medio proveniente de

células control.

5.2.3.2 Purificacion y concentracion del medio condicionado

Los medios condicionados con la Reelina recombinante y control se centrifugaron a
2.500 rpm durante 10 minutos para librarlos de restos celulares presentes. Luego se
filtraron utilizando filtros ORANGE Scientific de 0,22 um para eliminar posibles restos
remanentes que pudiesen haber quedado del paso anterior. Posteriormente los medios
filtrados se centrifugaron a 2.000 rpm utilizando filtros para centriftuga MILLIPORE
AMICON ULTRA a4 °C y los concentrados se guardaron a -20 °C hasta ser utilizados para

la estimulacién de los cultivos primarios.



5.2.4 Estimulacion de cultivos primarios corticales de ratén con medio enriquecido en

Reelina recombinante

El medio que contiene a la Reelina fue diluido con medio fresco para luego ser
agregado a los cultivos primarios de neuronas de dos dias de incubacion in vitro (2D1V)
durante diferentes tiempos. Los experimentos controles se realizaron utilizando medios de
células sin transfectar y medio fresco solamente. Las neuronas fueron estimuladas durante
periodos variables de 15 minutos a 6 horas para detectar las diferentes etapas de la via de

transduccidn de sefiales candnica activada en respuesta a Reelina.

Después de la estimulacion con Reelina, las células fueron utilizadas para
experimentos de bioquimica o para inmunotinciones con anticuerpos especificos. Para los
experimentos bioquimicos se extrajeron las proteinas totales de las células y se coleclaron
en solucion tampon Laemmli 2X (Tris 250 mM/ SDS 4%/glicerol 10%/2-mercaptoetanol/
2%/ azul de bromofenol 0,006%; pH 6.8) y posteriormente se analizaron por electroforesis

e inmunodeteccion.



5.2.5 Extraccion de proteinas y complejos proteicos totales a partir de cultivos

primarios

Para extraer las proteinas y complejos proteicos totales las células fueron lisadas en
soluciones tampdn de extraccion de proteinas (Tris 20 mM pH 7.4/NaCl 100 mM/EDTA |
mM/Triton X-100 1% e inhibidores de proteasas PMSF 0.2 mM, Aprotinina | mM,
Leupeptina | mM y Pepstatina 0,2 mM) ¢ en solucién tampon de inmunoprecipitacion (Tris
10 mM pH 7.4/NaCl 150 mM/EDTA 1 mM/EGTA 1 mM/Tritén X-100 [1%/ortovanadato
de sodio 0,2 mM/NP-40 0,5% / DTT | mM e inhibidores de proteasas PMSF 0.2 mM,
Aprotinina | mM, Leupeptina ImM y Pepstatina 0,2 mM) y tratadas segin el tipo de
experimento que se realizard. Luego de centrifugar el extracto a 12.000 rpm durante 15

minutos, obtuvimos el sobrenadante, el cual se consideré como el lisado total.

5.2.6 Inmunodeteccion

5.2.6.1 Dot blot

Para realizar este ensayo cargamos muestras del medio condicionado en diluciones
seriadas en potencias de 10 directamente sobre membranas de nitrocelulosa con tamafio de
poro de 0,45 pm (PerkinElmer) colocada en una camara de Dot blot (Bio-Rad). la
presencia de Reelina en los diferentes pocillos fue evaluada utilizando un protocolo

estandar de inmunodeteccion.
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5.2.6.2 Western blot

Las muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida a concentraciones
adecuadas para los pesos moleculares de las proteinas a caracterizar. Una vez separadas, las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa con tamaiio de poro de 0.45 Lm.
para posteriormente ser bloqueadas con PBST ¢ TBST saturado con 5% leche ¢ incubadas
con los anticuerpos primarios en PBST ¢ TBST-1% leche a las diluciones previamente
estandarizadas en el laboratorio. Luego de lavar cinco veces por 5 minutos con PBST 6
TBST se incubaron con los anticuerpos secundarios adecuados, también preparados en
PBST & TBST-1% leche. Posteriormente, las membranas fueron nuevamente lavadas cinco
veces durante 5 minutos con PBST ¢ TBST. Finalmente, las membranas fueron incubadas
con el reactivo de quimioluminiscencia aumentada ECL y reveladas utilizando filmes
autoradiograficos. Para los andlisis densitométricos se normalizaron las sefiales obtenidas
contra una proteina “house-keeping” como a-tubulina (Sigma) ¢ B-tubulina (Santa Cruz
biotechnology) como controles de carga.

TBST fue utilizado para la inmunodeteccion de proteinas foforiladas

5.2.7 Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunocitoquimica fueron realizados segun protocolos descritos por
Alvarez et al, 2001. Brevemente, los cubreobjetos que contienen las neuronas fueron fijadas
con una solucion de sacarosa 4%/paraformaldehido 4% y posteriormente con metanol

absoluto a -20°C, luego fueron permeabilizados con PBS 1X/Triton X-100 0.2% durante 5



minutos. Posteriormente se incubaron con PBS-BSA 1% (solucidn de bloqueo) durante |
hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4° C. Se procedid a incubar los cubreobjetos
con los anticuerpos primarios en solucion de bloqueo durante | hora a temperatura
ambiente o toda la noche a 4°C. Luego de lavar 3 veces con PBS, los cubreobjetos fueron
incubados con los anticuerpos secundarios en solucién de bloqueo conjugados a FITC
(Alexa Fluor), TRIC (Alexa Fluor) 546 anti-rabbit y anti-mouse (Molecular Probes) segtin
fuera necesario. Después de 3 lavados con PBS se montaron en portaobjetos utilizando e!
reactivo FluorSave (Calbiochem). Adicionalmente, el citoesqueleto de actina fue detectado
utilizando Faloidina-TRITC (Cytoeskeleton Inc.) y el nicleo con ToPro (Invitrogen).
Finalmente, las células fueron visualizadas en el microscopio confocal invertido LSM 510

(Zeiss).

5.2.8 Inmunoprecipitacion

Se cuantifico el lisado total de proteinas mediante el protocolo descrito por Bradford
{(Bradford et al, 1976) y 400-500 ng de esta preparacion fueron incubados con 3-5 ug de
anticuerpos especificos en un volumen final de | mL de solucion tampén de
inmunoprecipitacion (Tris 10 mM/NaCl 150 mM/EDTA 1 mM/EGTA | mM/Triton X-100
| %/ortovanadato de sodio 0,2 mM/NP-40 0,5% pH 7.4/ DTT | mM). Esta mezcla se dejo
interactuar durante 1 hora a 4°C. Luego, se agregaron 20 uL de una solucién Proteina A-
Agarosa al 50% en PBS, se mezclo y se dejo agitando durante 60 minutos a 4°C. Después
de centrifugar la mezcla durante 15 minutos a 3.000 rpm a 4 °C, el pellet fue recuperado.

lavado tres veces con tampdén de inmunoprecipitacion y resuspendido en la cantidad
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necesaria de solucion tampdén Laemmli 2X. Las proteinas fueron finalmente separadas por

SDS-PAGE y caracterizadas mediante Western blot.

5.2.9 Determinacion de la actividad de proteinas cuya actividad depende de

fosforilacion en cultivos primarios corticales de raton

5.2.9.1 Actividad de mDab1

Para llevar a cabo la deteccion de la fosforilacion en tirosina de mDabl primero se
realiz6 una inmunoprecipitacion de mDabl (anticuerpo de Santa Cruz biotechnology.
producido en conejo), para luego detectar la fosforilacion mediante inmunodeteccion con
un anticuerpo que reconoce especificamente fosforilaciones en tirosina. obtenido de

Upstate, producido en ratén, clon 4G10.

5.2.9.2 Deteccion de la actividad de MAP1B, LIMK y Cofilina

Para determinar el grado de fosforilacion de estas proteinas se realizaron
immunodetecciones de las poblaciones fosforiladas y totales. Luego se cuantificaron por
densitometria (Kodak Digital Sciences 1D 3.0.2) y se procedio a hacer la relacion entre

estos dos estados.

Los anticuerpos utilizados para detectar MAPIB total y fosforilada en modo 1
fueron N-19 producido en cabra (Santa Cruz biotechnology) v SMI31. monoclonal

(Sternberg) respectivamente.
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Para la deteccion de cofilina fosforilada y total se utilizaron anticuerpos cedidos
generosamente por el Dr. James Bamburg. Para LIMK se utilizaron anticuerpos producidos
en cabra de Santa Cruz biotechnology para la poblacion total y producidos en conejo de
Cell signaling Technology para la poblacion fosforilada y el anticuerpo usado para detectar
la Reelina recombinante producida fue obtenido de Chemicon, producido en raton. clon

G10.

5.2.10 Determinacion de la actividad de Racl
Para determinar la actividad de Racl en cultivos primarios corticales en E15-E16 se

utilizo un kit de activacién de Racl obtenido de Citoskeleton inc.

Este ensayo se basa en la capacidad que tienen algunas proteinas efectoras. las
cuales poseen un dominio conservado llamado PAK, de interactuar con la forma activa de
Racl, es decir, la que se encuentra unida a GTP (Bernard et al., 1999).

Se procedio a seguir un protocolo de Pull-down utilizando los componentes del ki,
que consiste en realizar un extracto total de neuronas tratadas con el medio control v el
medio enriquecido en Reelina recombinante entre 2 a 4 horas, tiempo prudente para
detectar una activacion de Rac (Mendoza-Naranjo et al., 2007) en solucion tampon de lisis
(Tris 50 mM pH 7.5/ MgCl, 10 mM/ NaCl 0,3 M/ 2% IGEPAL) para luego clarificarlo
mediante centrifugacion a 8.000 rpm por 5 minutos y medir concentracion de proteinas.
Luego se toman al menos 2 mg de proteinas totales y se lleva a | mL con solucion tampon

de lisis, se afiaden 20 pL (cerca de 20 ng) de PBD-GST, que contiene al dominio PAK, vy
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10 puL de inhibidores de proteasas (concentrado 100 veces). Posteriormente se dejan
interactuar por | hora a 4°C, se centrifuga a 5.000 g por 3 minutos a 4°C y se procede a
lavar 2 veces con solucion de lavado (Tris 25 mM pH 7.5/ MgCl, 30 mM/ NaCl 40 mM).
Luego el pellet se resuspende en solucion tampdén de Laemmli 2X y se guarda a -20°C hasta

ser utilizado para la inmunodeteccion de Racl.
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6.- RESULTADOS

Se eligio corteza cerebral como material de estudio por las siguientes razones:

a) Reelina es una sefial que comanda la migracion radial de neuronas en las regiones

laminadas del cerebro, que corresponden a hipocampo, corteza y cerebelo.

b) Esta region posee una gran masa, es facil de identificar y de disectar. Ademas se
utilizaron embriones en estadio de desarrollo 15-16 dias post fecundacion, debido a que es
justamente la ventana temporal en que se estd llevando a cabo parte del proceso .
migracion neuronal radial dependiente de Reelina durante la formacion de las regiones

laminadas del SNC.

6.1 INMUNOFLUORESCENCIAS DE CULTIVOS PRIMARIOS CORTICALES DE

RATON EN E15-E16.

En primer lugar realizamos la caracterizacion de los cultivos primarios de
neuronas corticales. Para ello, las neuronas fueron tefiidas con anticuerpos que reconocen
proteinas estructurales (c-tubulina, figura 4B) vy proteinas que se expresan exclusivamente
en neuronas (B Ill-tubulina, figura 4C). Vemos en la fotografia en contraste de fase v
mediante la inmunotincion contra a-tubulina (figuras 4A y 4B), que luego de dos dias de
cultivo in vitro (2DIV), las neuronas ya poseen procesos bien definidos. Estos cambios

morfologicos muestran que existe una extension citoplasmatica que es mucho mas larga



que el resto de los procesos, correspondiendo este al axon. Asi mismo, se observan
numerosas proyecciones de menor tamafio y equivalentes entre ellas. Estas constituyen las

neuritas menores, las que en estadios posteriores del cultivo daran origen a las dendritas.

Para corroborar que las células presentes son realmente neuronas, realizamos una
inmunotincién con el marcador neuronal B-II1 tubulina (figura 4C). Adicionalmente, para
detectar la poblacion total de células presentes en el campo visual se tifieron sus ntcleos
con ToPro (en azul, figura 4C). De esta forma, podemos asegurar que la mayoria de las

células presentes en nuestros cultivos primarios corresponden a neuronas.

Noétese que la figura 4A corresponde al mismo campo visual que la figura 4B, no asi

la figura 4C

Figura 4. Cultivo de neuronas corticales de 2 dias de cultivo in vitro. A, Fotografia de
contraste de fase; B, inmunotincion contra a-tubulina total en verde v en azul los ntcleos; C,
inmunotincién contra Plll-tubulina en verde y azul tincién nuclear. La magnificacion utilizada

corresponde a 40X y el tamafio de la barra es de 30 pm.

b
Lh



6.2 OBTENCION DE REELINA RECOMBINANTE

Una vez estandarizado el cultivo primario de neuronas corticales, procedimos a la
obtencién de Reelina recombinante. La produccion de proteinas recombinantes requiere ser
comprobada. Por esto, se llevaron a cabo dos ensayos bioquimicos con ¢l fin de detectar
Reelina en los medios condicionados, obtenidos de las células transfectadas en condiciones

privadas de suero.

6.2.1 Deteccion de Reelina recombinante mediante Dot blot

Se evaluo la presencia de Reelina para diferentes eventos de recoleccion de medio
condicionado, tanto de células productoras de Reelina, como de células control y una
solucion de BSA como controles negativos (Figura 5). Como podemos ver en la figura 3.
solo se observa seiial en la segunda linea correspondiente al medio condicionado de células
productoras de Reelina recombinante, ademas se ve que ésta va disminuyendo acorde

aumentamos la dilucion.



Dilucion

BSA
Reelina

Control

Figura 5. Deteccion mediante dot blot de Reelina recombinante. Lus lineas
corresponden a control negativo (BSA), medio condicionado concentrado con Reelina (Reelina) y
medio condicionado concentrado de células control (Control); las columnas corresponden a una

dilucion seriada de las muestras: A. sin dilucion: B, 1/10: C 1/100; D. 1 /1.000 vy E. 1/10.000.
6.2.2 Deteccion de Reelina recombinante mediante Western blot

Adicionalmente a la deteccion de Reelina mediante dor-blot. se realizd un

Western Blot para corroborar la presencia de la proteina en los medios condicionados.

Como se puede observar en la figura 6, el anticuerpo reconoce no solo a la proteina
completa, sino que también a los fragmentos proteoliticos derivados de ella debido a su
gran tamafio. De entre estos fragmentos podemos observar uno de 250 KDa en nuestro
ensayo que es justamente la sefial que se ve mas inteﬁsamente, este fragmento ha sido
previamente descrito por otros grupos y tiene la capacidad de activar la via candnica en

respuesta a Reelina (D Arcangelo et al., 1997).



Figura 6. Deteccion mediante Western blot de Reelina recombinante. T.os carriles
corresponden a diferentes diluciones de los medios condicionados extraidos de: A. dilucion 1/10;
B. 1/50 del medio condicionado de células productoras de Reelina recombinante y C. sin dilucion
del medio condicionado de células control. Los pesos moleculares correspondientes a cada

fragmento reconocido estan indicados por flechas.

6.3 ACTIVACION DE PROTEINAS INVOLUCRADAS EN LA ViA DE

TRANSDUCCION DE SENALES INDUCIDA EN RESPUESTA A REELINA

Para determinar si la Reelina recombinante producida se encuentra bioldgicamente
activa, se procedié a determinar si existen modificaciones de algunas de las proteinas
involucradas en la via de transduccion candnica inducida en respuesta a Reelina en cultivos
primarios de corteza de raténes embrionarios (E15-E16), luego de dos dias de cultivo in

Vitro.



6.3.1. Activacion de mDabl

Estd bien descrito en la literatura que uno de los eventos claves y mas tempranos
presentes en la via de transduccion de sefiales candnica inducida por Reelina, son las
fosforilaciones en las tirosinas 198 y 220 de la proteina adaptadora mDabl (Howell et al.,

1997 Howell et al., 1999, Keshvara et al., 2001, Ware et al., 1997).

Aqui, demostramos que la cantidad de mDabl fosforilada llega a un maximo luego

N

de 30 minutos en cultivos primarios de neuronas corticales estimulados con Reelina
recombinante, a los 60 minutos observamos una leve disminucion en la intensidad de la

banda en comparacion a los 30 minutos (Figura 7D). El tratamiento con el medio control se

llevo a cabo durante 30 minutos (Figura 7A).
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Figura 7. Fosforilacion en tirosina de mDabl en respuesta a Reelina
recombinante. A, Se determind la fosforilacion en tirosina y B, la poblacion total de la

proteina mDabl. C, inmunodetecciéon de {-III tubulina como contro! de carga: D.
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histograma que muestra la estandarizacion de los datos mediante la relacion mDabl
fosforilada/ mDabl total mediante densitometria de las sefiales. Las diferencias
1

significativas con respecto al control se muestran con asteriscos, se utilizd la prueha de

significancia t de student con un t < 0,05.

El peso molecular calculado segiin la migracion relativa de mDabl es de cerca de 79
KDa vy el peso molecular descrito en la literatura es de 80 KDa (Howell et al., 1999). El

ensayo fue realizado 3 veces.

0.3.2. Fosforilacion de MAP1B

Otro evento bien descrito en la via de transduccion de sefales dependiente de
Reelina es la fosforilacién en modo I de la proteina asociada a microtibulos 1B (MAPIB:
Gonzalez-Billault, 2005). Es por esto que también evaluamos el grado de fosforilacion de
esta proteina en cultivos neuronales expuestos a Reelina recombinante a distintos intervalos

de tiempo.

Podemos ver en la figura 8, que a tiempos cortos como 15 minutos ya se indujo un
aumento en la fosforilacion en modo I de MAPI1B, la cual se increment6 a los 30 minutos y
alcanzo el méaximo nivel observado luego de 1 hora del tratamiento con el medio

condicionado enriquecido en Reelina recombinante (Figura 8).



Control '

Figura 8. Fosforilacion de MAPIB en respuesta al tratamiento con Reelina
recombinante. A, Se detecté la poblacion de MAP1B fosforilada en modo 1y B. la poblacién total
de MAPIB; C, B-III tubulina como control de carga y D, Histograma que muestra la razon
MAPI1B-P/MAPIB total mediante datos de densitometria. Carril 1 corresponde al tratamiento de
15 minutos con el medio condicionado; carril 2, 30 minutos; carril 3, 60 minutos y carril 4.
tratamiento con el medio control. Los datos con una diferencia de t < 0,05 con respecto al control

se muestran con asteriscos. Los datos graficados corresponden a tres experimentos independientes.

El peso estimado de MAP1B, seglin su migracion relativa, es de 320 KDa. Dato que

concuerda con lo descrito en la literatura (Gonzalez-Billault et al., 2001).



6.4 Activacion de Racl en respuesta a Reelina

Mediante ensayos de pull-down, que permite capturar a la GTPasa Racl en su
configuracion activa (unida a GTP), se evalud si Racl es activada en cultivos primarios de
neuronas corticales de raton EI15-E16 en respuesta a Reelina recombinante a diferentes

tiempos de estimulacion.

Podemos apreciar que la actividad de Racl no se ve influenciada en neuronas
tratadas con Reelina recombinante en relaciéon a neuronas tratadas con medio control
(Figura 9). No tenemos una significancia entre los niveles de Racl activo en ambas
condiciones debido a que el ensayo se realizd una vez, se requiere repetir el ensayo un
mayor numero de veces.

Cabe mencionar que la cantidad de proteina detectada en el precipitado corresponde
a Racl unida a GTP, en su estado activo; mientras que én el sobrenadante se encuentra la

fraccion de proteina Racl unida a GDP, es decir, en su estado inactivo.

Pull-Down . Sobrenadante
R B-amiloide C R B-amiloide

C

His-Rac

Figura 9. Pull-down de Racl1-GTP. En la figura se muestra la inmunodeteccion de Rac. El
primer carril corresponde a una proteina de fusion Racl con una cola de histidina; segundo carril,

extracto de neuronas tratadas con medio control; tercer carril, neuronas tratadas con Reelina

(S
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recombinante; cuarto carril, neuronas estimuladas con péptido B-amiloide. Se utilizo la misma

simbologia para los sobrenadantes del Pull-Down.

En el carril 1 se cargd la proteina de fusion Racl-poli histidina provista en el kit de
activacion de Racl como un control positivo para el protocolo de Western blot. El peso
molecular calculado para Racl concuerda con lo descrito en el kit de activacion de Racl,

este valor corresponde a 21 KDa.

6.5 LIM quinasa (LIMK) y Cofilina

En esta parte evaluaremos cambios en la actividad de Cofilina v LIMK para

determinar variaciones en la dindmica de actina en respuesta a Reelina.

Se observa que a los 30 minutos de exposicidn de las neuronas a Reelina, el grado
de fosforilacion de LIMK es maximo y a medida que pasa el tiempo decae a niveles
similares al tratamiento con el medio control; resultado que concuerda con lo obtenido para
Cofilina en el mismo intervalo de tiempo, también vemos una dependencia entre los niveles
de fosforilacion entre ambas proteinas a tiempos mayoreé que 30 minutos (Figura 10). Por
lo tanto estos resultados sugieren indirectamente la modulacién rio arriba de Rac. ¢ bien de
alguna otra proteina perteneciente a la familia de Rho GTPasas y sustentan un papel para

Reelina en los cambios asociados al citoesqueleto de actina.
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Figura 10. Inmunodeteccion de Fosforilacion de LIMK y de cofilina. A. LIMK
fosforilada; B, LIMK total; C, cofilina fosforilada; D, cofilina total y E. B-1If tubulina como
control de carga; presente en cultivos primarios a 30 (carril 2), 60 (carril 3) y 120 minutos (carril 4)
de estimulaciéon con Reelina recombinante y 120 minutos de tratamiento con medio control (carril
1): F y G. Densitometrias correspondientes a la razén P-LIMK/LIMK total y de P-
Cofilina/Cofilina total, respectivamente. Las diferencias con una t < 0,05 con respecto a la
situacion control se denotan con asteriscos. Los experimentos fueron realizados 3 veces

independientes.



6.6 FOTOGRAFIAS DE CONTRASTE DE FASE DE CULTIVOS PRIMARIOS
CORTICALES DE RATON EN E15-E16 TRATADOS CON REELINA

RECOMBINANTE

Para evaluar si hubo alglin cambio morfométrico en cultivos neuronales de dos dias
tratados con Reelina recombinante, procedimos a realizar fotografias de contraste de lase
de neuronas primarias estimuladas por 60 minutos con medio enriquecido en Reelina vy

control,

Control

Reelina

Figura 11. Fotografias de contraste de fase de cultivos de neuronas corticales
estimuladas con medio control y enriquecido en Reelina. A, neuronas estimuladas con medio
control y B, neuronas tratadas con el medio enriquecido en Reelina durante 60 minutos. Se

muestran tres campos visuales tomados al azar en cada condicion, las flechas indican puntos de
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ramificaciones de procesos, todas las fotografias tienen una magnificacion de 40x y el tamano de

la barra corresponde a 30 pm.
p

Detectamos, de manera preliminar, que las neuronas tratadas con Reelina
recombinante tienen un numero mayor de ramificaciones, tanto en el axén como en los
procesos menores, algunas se encuentran sefialadas mediante cabezas de flechas (Figura
.

Las neuronas tratadas con Reelina tienen 6 ramificaciones en promedio. mientras

que las tratadas con el medio control tienen 4 ramificaciones en promedio.

Cabe mencionar que estos resultados son preliminares y que se requiere analizar un
nimero mayor de células para tener un resultado estadisticamente significativo, ya que se

cuantificaron 10 neuronas controles y 16 neuronas tratadas con Reelina recombinante.

(8]
(@)}



7.- DISCUSION

En este trabajo hemos puesto a punto las técnicas necesarias para estudiar el efecto
de la glicoproteina de matriz extracelular Reelina sobre la dinamica del citoesqueleto
neuronal. Como primer paso, determinamos mediante inmunotincion con el marcador
neuronal “B-lIT tubulina” que las células presentes en nuestro cultivo primario son

mayoritariamente neuronas. (Figura 4).

La presencia de Reelina recombinante en los medios condicionados se detectd
mediante dot blot (Figura 5) y Western blot (Figura 6). Ademas, se pudo determinar tanto el

peso molecular de la Reelina como de diferentes fragmentos proteoliticos de ella.

Para verificar si la Reelina recombinante que se obtuvo desde los medios
condicionados se encontraba realmente activa, se estudio si ésta era capaz de activar la via
canonica que involucra a la proteina adaptadora mDab1. Como resultado se encontrd que la
proteina recombinante indujo la fosforilacion en la tirosina de mDabl, siendo la respuesta
maxima observada a los 30 minutos de tratamiento (Figl;lra 7). Ademas se observo que la
fosforilacion disminuye levemente a los 60 minutos, esto puede ser debido a gue una ver
que se activa la cascada de transduccion de sefiales en respuesta a Reelina, hay proteinas
con actividad tirosina fosfatasa que son capaces de desfosforilar a mDabl, ¢ bien se Ileva a
cabo una inactivacion de la 6 las quinasas (posiblemente pertenecientes a la familia Src)
responsables de fosforilar a mDabl (Ballif et al, 2003), con el fin de que no exista un

estimulo continuo de activacion de la via en respuesta a Reelina sobre la neurona.



Como mDabl puede interactuar con diferentes proteinas que estdn involucradas en
distintos procesos celulares, su activacion por un periodo prolongado de tiempo podria traer
efectos pleiotropicos no deseables. Cabe destacar que aliin no se han demostrado de manera
consistente los eventos moleculares responsables de la activacion/inactivacion de mDabl

(Ballif et al, 2003).

Ademas se determino si la proteina asociada a microtibulos MAPIRB es fosforilada
en modo | en respuesta al tratamiento con Reelina, tal como se describe en la literatura
(Gonzdlez-Billault et al, 2001). Como resultado, se pudo observar que al cabo de 15
minutos de tratamiento con Reelina recombinante se obtuvo un aumento en la fosforilacion
de MAPIB siendo maxima la respuesta observada a los 60 minutos (Figura 8).

En el caso de la modulacién de la actividad de las GTPasas, determinamos que la
Reelina recombinante producida no estaria modulando la actividad de Racl (Figura 9). esto
requiere ser verificado aumentando el nimero de ensayos. También puede que este
resultado sea influenciado por la cantidad de proteinas presentes en el extracto total, debido
a que el kit requiere una cantidad de 2 mg de proteinas totales y esta cantidad es muy dificil
de obtener en cultivos primarios de neuronas en los cuales las células no se dividen. Se
utilizd como control positivo el tratamiento de neuronas con péptido 3-amiloide que
recientemente ha sido descrito que activa a Racl (Mendoza-Naranjo et al, 2007). Como un
control negativo para experimentos futuros utilizaremos acido lisofosfatidico para estimular

a Rho. y de esta forma inhibir a Racl.



Observamos diferencias en los patrones de fosforilacion de LIMK vy cofilina, que
son proteinas cuya actividad puede ser modificada por proteinas de la familia de las Rho
GTPasas pequefias y particularmente por Racl (Yang et al., 1998), presentes en cultivos
primarios corticales de raton E15-E16 en respuesta a Reelina con relacién al tratamicnu
con medio control. Tal como se esperaba, encontramos que hay cambios en la actividad de
estas proteinas, que se sabe, estan relacionadas con la modulacién del citoesqueleto de
actina, el que debe ser modificado dinamicamente durante el proceso de migracion
neuronal mientras se esta estableciendo el SNC (Huber et al, 2003; Kawauchi et al, 200)3).

Cofilina es una proteina con actividad despolimerizante involucrada en la dinamica
de filamentos de actina y se encuentra activa cuando esta en su estado no fosforilado.
nuestros resultados preliminares concuerdan con lo descrito anteriormente, que corresponde
a que existe relacion entre una disminucidn en el grado de fosforilacion de cofilina
producto de una disminucion de la actividad ¢ fosforilacion de LIMK (figura 10; Pollard et
al, 2000). Cabe mencionar, que cofilina puede tener diferentes grados de actividad en
diferentes partes de la célula, dependiendo si se requiere una mayor o menor dinamicidad
del citoesqueleto de actina. Al hacer el extracto total de proteinas se observa a la poblacion
total de cofilina y su actividad como un promedio, lo que no discrimina diferentes grados

de actividad locales en distintos lugares de la neurona (Yang et al, 1998, Arber et al, 1995).

Se determind, de manera preliminar, mediante microscopia de contraste de fase que
las neuronas tratadas con Reelina recombinante tienen un mayor niimero de procesos v
ramificaciones (Figura 11); no obstante, para asegurar esto hace falta un nimero mayor de
campos a analizar y medir longitud axonal promedio y total, de neuritas y nimero de

ramificaciones primarias y secundarias. Estas observaciones concuerdan con la idea de que



se requicren cambios en el citoesqueleto, mediados por modulaciones de la actividad de
proteinas asociadas a microtubulos (MAPs) y de proteinas GTPasas pequefias, cvenios gue
tienen como resultado cambios en la morfologia neuronal, mediante la modulacion de los
procesos de elongacion axonal, ramificacion de axones y de procesos menores (Rivas y

Huatten, 1993).

La alta concentraciéon de filamentos de actina vista en el proceso adelantado de
células que se encuentran migrando se cree que estan involucradas en la extension y
retraccion de sus lamelipodios y filopodios; ademas el arresto de la migracion de celulas
luego del tratamiento con citocalasina B sugiere que el ensamblamiento de las subunidades
de actina es un evento importante durante la migracion neuronal, mientras que los
microtibulos estarian especializados en la locomociéon del soma neuronal. Los
microtibulos presentes en el proceso adelantado podrian servir para orientar el movimiento
hacia una direccion dada, sirviendo como una estructura para el flujo de organeclos v

vesiculas que se observan en células que se encuentran migrando (Rivas y Hatten, 1995).

En otro trabajo previo, luego de fijar células que se encontraban migrando se evalud
su morfologia. En ellas se reportd la observacion de una interaccion especializada entre la
glia radial y la neurona caracterizada por involucrar elementos de citoesqueleto. que se
encontraba ausente en células en reposo (Gregory et al, 1988). La proximidad observada
durante la interaccién entre estos dos tipos celulares sugiere que componentes de la

superficie celular estan involucrados en el proceso de migracion (Hatten, 1999).
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La migracion coordinada de las neuronas es un paso clave para la formacion de una
arquitectura funcional en el cerebro de mamiferos. Para elucidar los mecanismos
moleculares que subyacen este proceso. Kawauchi y colaboradores. el afio 2003 realizaron
electroporaciones in tero de dominantes negativos de Racl, y sus activadores
STEF/Tiaml1, ademas de la molécula involucrada rio abajo en la via de sefiales c-Jun N-
terminal quinasa (JNK). Dando como resultado una inhibicién del proceso de migracion
radial de las neuronas sin afectar su diferenciacion. Interesantemente, se observaron
diferentes fenotipos, la supresion de la actividad de Racl causé una pérdida del proceso
adelantado, mientras que la supresion de JNK no tuvo efecto sobre él, si no que tuvo como
consecuencia una morfologia irregular y un aumento de microtibulos estables on los
procesos, junto con una disminucién en los niveles de fosforilacion de MAPIB, arrojando
un posible rol para JNK en el control de la dindamica de tubulina en neuronas que se

encuentran migrando (Kawauchi et al, 2003).

Los antecedentes y los resultados obtenidos en este trabajo indican que durante el
proceso de migracion neuronal radial dependiente de Reelina se requiere una modulacion
tanto del citoesqueleto de tubulina y de actina como de sus proteinas asociadas para
controlar cambios necesarios en la morfologia neuronal durante la formacion del SNC en
vertebrados (Ogawa et al, 19953). Existen diversas enfermedades neurologicas relacionadas
a fallas en los mecanismos involucrados en ¢l correcto establecimiento de las capas gue
componen las regiones laminadas del cerebro y con mutaciones en el gen que codifica para
Reelina, como son el autismo, esquizofrenia, desordenes bipolares, lisencefalia (del latin,

cerebro liso; en esta enfermedad se ve una disminucion de los zurcos cerebrales).
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heterotropia perivemricular, etc (Costa et al.. 2002; Fatemi, 2001 Hong et al. 2000:

Parrini et al., 20006).

Los resultados y proyecciones de esta memoria de titulo permitiran estudiar parte de
los mecanismos involucrados en la regulacion del citoesqueleto en respuesta a Reelina.
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8.- CONCLUSIONES

|.- Produjimos Reelina recombinante a partir de células HEK 29371 transfectadas
establemente con un plasmido que codifica para el cDNA de Reelina. La produccion de

Reelina recombinante fue demostrada mediante dos ensayos bioquimicos de

medio con Reelina. Paralelamente se recolecto y concentrd medio condicionado de células

HEK 293T sin transfectar, que fue utilizado como control..

2.- Pusimos a punto el establecimiento de cultivo primario de neuronas corticales
de raton embrionario en estadio E15-E16 de desarrollo, los que luego fueron estimulados

con el medio condicionado concentrado enriquecido en Reelina.

3.- Demostramos que la Reelina producida es fisiologicamente activa, ya que es
capaz de inducir cambios en los patrones de fosforilacion de proteinas que participan en su

via de sefializacién como mDabl y MAP1B.

4.- Reelina no estaria modulando la actividad de Racl mediante el kit que permite

cuantificar su activacion, no obstante este resultado requiere ser verificado.

5.- Los ensayos preliminares sobre la modulacion de la actividad de proteinas que
regulan la dindmica de actina (LIMK, cofilina), sugieren que Reelina tendria un efecto

sobre el citoesqueleto de actina.



9.- PROYECCIONES

I.- Con los resultados obtenidos en esta memoria, tenemos como proyecciones ver
la activacion de la via JNK en cultivos primarios de corteza e hipocampo de raton en
estadio embrionario E15-E16, para determinar el rol que cumple el citoesqueleto de
microtibulos en el proceso de migracion neuronal dependiente de Reelina. Esto se basa en
que JNK puede interaccionar con proteinas que se unen a los receptores de Recling v que

puede fosforilara MAPIB.

2.- En este momento tenemos en nuestro poder una cepa de Bacterias E. coli que
portan un plasmido con un gen que codifica para la proteina de fusion GST-RBD. ¢l
dominio “RBD” tiene una alta afinidad por Rho activo; por lo que podremos hacer
experimentos de pull-down utilizando este constructo. De esta forma veremos si Reelina

puede modular a Rho.

3.- Con este sistema de estimulacion de cultivos primarios con Reelina
recombinante ya montado, estudiaremos si existe un balance entre la activacion de Rac v
Cdc42 y la inactivacion de Rho, o viceversa; para luego profundizar mas en la interaccion
de las GTPasas con sus proteinas activadoras de la familia de los factores intercambiadores

de nucledtido de guanina (abreviados como GEF en inglés).
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4.- Seria bueno determinar, mediante un andlisis estadistico mas intenso. si Reelina
induce un cambio en la longitud, el nimero de procesos y cantidad de ramificaciones de

éstos en neuronas corticales estimuladas.
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