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La proteina extracelular reelina estimula la plasticidad sindptica y actia como regulador
homeostatico del correcto funcionamiento del cerebro. Asimismo, la reelina y su via de
sefializacidn estdn directamente involucradas en los mecanismos moleculares de la
enfermedad de Alzheimer, en la que tienen un papel beneficioso en el contexto de la
patologia mediante un mecanismo dual: por un lado, la reelina estimula el funcionamiento
del cerebro, fortaleciendo el sistema ante la pérdida de funcién; por otro, la reelina
contrarresta a nivel molecular las caracteristicas propias de la enfermedad. En concreto, la
reelina activa vias de sefalizacion que inhiben la fosforilacion de la proteina tau, molécula
protagonista de una de las dos caracteristicas principales de la enfermedad.
Adicionalmente, la reelina modula la otra caracteristica principal de la enfermedad
uniéndose a especies de amiloide disminuyendo su toxicidad, retrasando la formacion de
fibras y produciendo el rescate de los déficits cognitivos ligados a la amiloidosis en un
modelo de ratdn transgénico. Globalmente, este conjunto de datos sitla la proteina
reelina en la interseccion entre los procesos patoldgicos de la enfermedad de Alzheimer y
los mecanismos protectores, lo que alienta la consideracion de la propia reelina y su via
de sefalizacion como dianas terapéuticas para combatir la enfermedad de Alzheimer.

El objetivo principal del proyecto ha sido investigar el papel preciso que tiene la proteina
reelina en los mecanismos involucrados en la evolucion de la enfermedad de Alzheimer,
focalizando el estudio en la patologia de tau, la amiloidosis y la transmisibilidad. El
proyecto se disefié para clarificar si la sobreexpresién de reelina rescata la sintomatologia
de Alzheimer en modelos de tau (TgRIn/VLW y TgRIn/GSK-3B) y si se produce una
aceleracion de la evolucion de la enfermedad de Alzheimer en una cepa de ratones knock-
out condicionales de reelina (fIRIn/Cre/]20). Por ultimo, a través del estudio de la
participacion de la reelina en la transmisibilidad de la amiloidosis en modelos de
enfermedad de Alzheimer y sobreexpresion de reelina (TgRIn/J20), el proyecto pretendia
evaluar de qué manera la interaccidon de la reelina con especies de amiloide puede
modular la propagacion de la amiloidosis y sus propiedades de transmisibilidad; en
especial, cuando animales modelo de la enfermedad son sometidos a induccién

experimental de la amiloidosis.



Los resultados de este proyecto permiten concluir que la reelina es capaz de reducir la
induccion de los indicadores de taupatia en cultivos neuronales tratados con especies
téxicas de amiloide. Asimismo, la sobreexpresion de reelina en modelos de taupatia
demuestra que la proteccién ante esta patologia también se produce en modelos in vivo.
Asi, la reelina reduce fenotipos relacionados a la patologia de tau a nivel biogquimico e
histopatoldgico y, a destacar, también a nivel electrofisioldgico y comportamental.
Asimismo, en el desarrollo de este proyecto hemos estudiado otra manifestacion de la
enfermedad, la amiloidosis, en situaciones experimentales especificas que incluyen la
deplecion de reelina y la induccién de amiloidosis. Iniciamos el estudio de la deplecidon de
reelina en cerebro adulto a través de su caracterizacion comportamental, histoldgica y
electrofisioldgica, particularmente cuando se cruza con el modelo de ratén J20. Por otro
lado, el papel de la reelina en la transmisibilidad de la amiloidosis se estudio
mayoritariamente in vivo en el modelo de sobreexpresidén de reelina mediante
experimentos de inyeccidn intracerebral de extractos de cerebro. Los resultados indican
gue la presencia incrementada de reelina conlleva una reduccion de la propagacion de la
amiloidosis en el cerebro de los animales experimentales durante un determinado periodo

temporal en tiempos cortos postinduccion.

El conjunto de datos generados en el proyecto indica que la reelina actia de manera
beneficiosa minimizado tanto la enfermedad de tau como la amiloidosis inducida, vy
confirma asi la hipdtesis seguln la cual la proteina reelina tiene un papel destacado en
diversos mecanismos patoldgicos asociados a la enfermedad de Alzheimer. Asi pues,
podemos concluir que hay que considerar la proteina reelina como diana para el desarrollo

de nuevas terapias orientadas a combatir la enfermedad de Alzheimer.



Un primer objetivo destacado del proyecto fue el estudio del efecto de la sobreexpresién
de la reelina en los niveles de fosforilacion de tau en dos modelos in vivo de taupatia
(VLW y GSK-3B). La sobreexpresion de reelina en estos modelos (TgRIn/VLW y
TgRIN/GSK-3B) produjo una reduccién de la fosforilacién de tau, sin alterar los niveles
totales de esta proteina. Los resultados indicaron una recuperacién de los niveles de tau
fosforilada, lo que podria modular la progresiéon del fenotipo propio de la enfermedad de
Alzheimer en estos animales. Estos resultados se complementaron con un conjunto de
experimentos in vitro para investigar la participacion de la reelina en la recuperacion de la
alteracién de la distribucion de las proteinas de citoesqueleto tau y neurofilamento hacia
el compartimento somatodendritico. Particularmente, la reelina fue capaz de modular la
proporcién de neuronas que sufren esta translocacion de neurofilamentos, asi como
modular también la distribucién fina de la proteina tau a lo largo de las dendritas
translocadas, produciendo una menor acumulacion de esta proteina en la parte proximal
de las dendritas. Estos resultados se culminaron con experimentos in vivo en los modelos
de ratén de taupatia mediante el estudio de la presencia de sefial somatodendritica de
proteina tau fosforilada en epitopos vinculados a la enfermedad de Alzheimer. Ademas, vy
para caracterizar con mas detalle los ratones TgRIn/VLW, se estudiaron las respuestas de
estos animales a nivel electrofisioldgico en el circuito intrinseco del hipocampo. Los
ratones VLW mostraron unas propiedades sinapticas basales y en plasticidad a corto plazo
comparables a las de los animales control, pero presentaron importantes déficits en
experimentos de potenciacién a largo plazo (LTP, siglas de long-term potentiation). Es
importante destacar que estos déficits en LTP se revertieron por sobreexpresion de reelina
en los animales TgRIn/VLW. De forma comparable, cuando los animales fueron estudiados
a nivel comportamental, se observd que los ratones VLW no mostraban déficits motores
pero si presentaban déficits significativos en sus capacidades mnésicas; nuevamente,
estos déficits se recuperaron con la sobreexpresion de la reelina. En conjunto, los datos
recogidos evidencian la relevancia fisioldgica de la reduccidon de la fosforilacion producida
por la reelina y muestran que la sobreexpresion de reelina contrarresta las anormalidades
de los modelos animales de taupatia a nivel histoldgico, electrofisioldgico y

comportamental.



El segundo objetivo principal del proyecto estaba relacionado con el estudio de la
amiloidosis en una diversidad de modelos experimentales sometidos a alteraciones en los
niveles de reelina. Con este propdsito, se utilizaron animales de la cepa J20 que
sobreexpresan la forma mutada de la proteina precursora de amiloide humana para
reproducir el fenotipo de amiloidosis de la enfermedad de Alzheimer, con acumulaciéon de
placas seniles en los animales. Mediante el cruce de estos animales con el modelo
condicional knock-out de reelina (fIRIn/Cre) obtuvimos animales fIRIn/Cre/J20 en los que
en primer lugar se analizé la acumulacién de depdsitos a edades tempranas para evaluar
la aceleracion potencial de la aparicidn de placas amiloides en comparacién con los
ratones 120. En paralelo, las implicaciones electrofisioldgicas de la deplecién de reelina se
estudiaron en animales fIRIn/Cre a través de la caracterizacion basal de la conexion CA3-
CA1, asi como las respuestas de esta conexidn a la induccion de LTP. Los resultados
indican que la deplecion de reelina en edades postnatales comporta un fenotipo complejo
a nivel electrofisioldgico e histoldgico, en el que la acumulacidon aberrante de amiloide no
se produce de manera masiva en tiempos cortos después de la deplecion de reelina. Los
datos obtenidos permitieron disefiar experimentos con duraciones mas largas de la
deplecion de reelina para analizar mejor no Unicamente el inicio de la acumulacién de
depdsitos de amiloide sino sobre todo su propagacién por el cerebro, lo que enlaza con el

ultimo gran objetivo del proyecto vinculado con la transmisibilidad de la amiloidosis.

Finalmente, el proyecto pretendia clarificar la posible participacién de la reelina en la
propagaciéon de depdsitos de amiloide por todo el cerebro durante la evolucién de la
enfermedad de Alzheimer. Para estudiar este proceso, modelamos experimentalmente la
induccion de amiloidosis en nuestros animales modelo. El estudio se inicid con una serie
de experimentos que incluyeron la caracterizacién electrofisioldgica y comportamental del
modelo TgRIn/J20, el modelado in vitro de la induccién de agregacién de amiloide y la
optimizacién de la induccion experimental de la amiloidosis in vivo en el modelo de ratén
J20. Los tiempos adecuados para la implementacién de la amiloidosis inducida
experimental fueron 8 semanas para los animales de 4 a 6 meses de edad y de un minimo
de 12 semanas para los animales de 2 meses de edad, y se observd que a partir de las 16
semanas también se producia amiloidosis en regiones alejadas del punto de inyeccién

como son la corteza entorinal y el hipocampo contralateral. Estudios extensivos de



amiloidosis inducida en el contexto de sobreexpresion de reelina indicaron que esta
proteina es capaz de reducir la transmisibilidad tanto a nivel local como en regiones
alejadas del punto de inyeccién para un periodo temporal concreto durante las etapas

iniciales de acumulacion de depdsitos de amiloide en cada una de las areas analizadas.

En conjunto, los resultados surgidos del proyecto complementan los datos ya conocidos
gue atribuyen a la reelina un efecto beneficioso en el marco de la patologia de Alzheimer y
otorgan a la via de sefalizacion de reelina un papel de regulador negativo de la progresién
de la enfermedad dado que ocasiona una recesion de las patologias de tau y de amiloide.
A partir de los resultados del proyecto, proponemos que la activacién de la via de reelina
representa una aproximacion terapéutica util para reducir algunos de los mecanismos
patoldgicos asociados a la taupatia y la amiloidosis tanto para la enfermedad de Alzheimer
como potencialmente para otros tipos de proteinopatias. Teniendo en cuenta estos
resultados, podemos concluir que la reelina interviene en forma positiva contra diversos
procesos patoldgicos vinculados a la amiloidosis (propagacién de agregados de amiloide y
translocacion de tau inducida por especies amiloides) y contra varios procesos patoldgicos
asociados a la taupatia (distribucidon aberrante de tau fosforilada, déficits sinapticos y
pérdida de memoria a tiempos largos). Asi pues, el papel de la reelina como modulador
central de los mecanismos patoldgicos asociados tanto a amiloide como a tau en
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer requiere mas atencidn para el

futuro desarrollo de nuevas terapias.
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