COMPOSICIONES DE REELINA PARA

EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS NEUROLOGICOS

CAMPO DE LA INVENCION

Se describen cambios en los niveles de Reelina asi como la sefializaciéon de Reelina
después de una funcidn cognitiva. Esto se puede llevar a cabo al administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un fragmento de repeticion de Reelina, o una estructura
formada a partir de las repeticiones del fragmento de Reelina a un paciente o sujeto. Los
cambios a los niveles de Reelina se pueden utilizar para tratar diversas enfermedades
neurodegenerativas, ataques neuronales o accidente cerebrovascular, tales como el sindrome
X fragil, el sindrome de William, el sindrome de Rett, el sindrome de Down, el sindrome de
Angelman, autismo, isquemia, hipoxia, la enfermedad de Alzheimer, y esquizofrenia. La
Reelina también se puede utilizar para alterar la densidad de las espinas dendriticas, la
potenciacidn disminuida a largo plazo, y la plasticidad sinaptica disminuida y los déficits de
aprendizaje asociativo. Se han encontrado particularmente utiles las estructuras formadas a
partir de la regidon de repeticion 3 de la Reelina de longitud total y la regidn de repeticion 5 de
la Reelina de longitud total, o la regidn de repeticién 3 de la Reelina de longitud total y la

region de repeticion 6 de la Reelina de longitud total.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se sabe que el sistema de sefializacidon del receptor de lipoproteinas desempefia una
funcion significativa en el SNC de adultos, incluyendo la homeostasia de colesterol, el
intercambio de proteinas extracelulares, y la modulacién de la formacién de memoria, la
transmisidon sindptica, la plasticidad y la maduracion a través de la activacién de muchas
trayectorias de transduccién de seiales.

La proteina de matriz extracelular Reelina ha estado implicada en muchos trastornos
neurologicos, entre los que se incluyen esquizofrenia (Guidotti, et al., Decrease in reelin and
glutamic acid decarboxylase 67 (GAD67) expression in schizophrenia and bipolar disorder: a
postmortem brain study. Arch. Gen Psychiatry. 2000; 57: 1061-1069; Chen, et al,,
Identification of a single nucleotide polymorphism at the 5’ promoter region of human reelin
gene and association study with schizophrenia. Mol. Psychiatry. 2002; 7: 447-448; Fatemi, et
al., Reelin glycoprotein in autism and schizophrenia. Int. Rev. Neurobiol. 2005; 71: 179-187,
Torrey, et al.,, Neurochemical markers for schizophrenia, bipolar disorder and major
depression in postmortem brains. Biol. Psychiatry. 2005; 57: 252-26), trastorno bipolar
(Fatemi, et al., Reduction in Reelin immunoreactivity in hippocampus of subjects with
schizophrenia, bipolar disorder and major depression. Mol. Psychiatry. 2000; 5: 654—663;
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depression in postmortem brains. Biol. Psychiatry. 2005; 57: 252—-260), depresién (Knable, et
al., Molecular abnormalities of the hippocampus in severe psychiatric illness: postmortem
findings from the stanley neuropathology consortium. Mol. Psychiatry. 2004; 9: 609-620;
Lussier, et al., Repeated exposure to corticosterone, but not restraint, decreases the number
of Reelin-positive cells in the adult rat hippocampus. Neurosci. Lett. 2009; 460: 170-174;
Lussier, et al.,, Reelin as a putative vulnerability factor for depression: examining the
depressogenic effects of repeated corticosterone in heterozygous reeler mice.
Neuropharmacol. 2011; 60: 1064-1074; Lussier, et al., The progressive development of
depression-like behavior in corticosterone-treated rats is paralleled by slowed granule cell
maturation and decreased reelin expression in the adult dentate gyrus. Neuropharmacol.
2013; 71C, 174-183; Lussier, et al., Altered GABAergic and glutamatergic activity within the rat
hippocampus and amygdala in rats subjected to repeated corticosterone administration but
not restraint stress. Neurosci. 2013; 231: 38-48; Fenton, et al., Imipramine protects against
the deleterious effects of chronic corticosterone on depression-like behavior, hippocampal
reelin expression and neuronal maturation. Prog. Neuropsychopharmacol. Biol.Psychiatry.
2015; 60: 52-59.), autismo (Fatemi, et al., Reelin glycoprotein in autism and schizophrenia. Int.
Rev. Neurobiol. 2005; 71: 179-187), y la enfermedad de Alzhemer (AD) (Hoe, et al., DAB1 and
Reelin effects on amyloid precursor protein and ApoE receptor? trafficking and processing. J.
Biol Chem. 2006; 281: 35176—35185; Hoareau, et al., Amyloid precursor protein cytoplasmic
domain antagonizes Reelin neurite outgrowth inhibition of hippocampal neurons. Neurobiol.
Aging. 2008; 29: 542-553). Actualmente, la sefializacién de Reelina implica la activacién de un
caso de cascada intracelular, como se observa en la figura 1.

La sefializacidn de Reelina parece ser provocada por la protedlisis dirigida de la Reelina
extracelular, de longitud total, secuestrada, en oposicién a la produccion y liberacién simple
de la Reelina proveniente de interneuronas, asi como con los neuropéptidos de transmisores
de molécula pequena. Se ha mostrado que la Reelina tiene dos sitios principales de
segmentacion, entre las repeticiones 2-3 (R2-3) y las repeticiones 6-7 (R6-7) similares a EGF,
como se observa en la figura 2 (Jossin, et al., The central fragment of Reelin, generated by
proteolytic processing in vivo, is critical to its function during cortical plate development. J.
Neurosci. 2004; 24:514-521). Estos sitios de segmentacién dan por resultado en cinco
fragmentos principales que se pueden encontrar en el cerebro de adultos y el desarrollo,
véase en la figura 3 (Jossin, et al., Processing of Reelin by embryonic neurons is important for
function in tissue but not in dissociated cultured neurons. J. Neurosci. 2007; 27:4243-4252;
Krstic, et al., Regulated proteolytic processing of Reelin through interplay of tissue
plasminogen activator (tPA), ADAMTS-4, ADAMTS-5 and their modulators. PLoS One. 2012;
7:e47793; Trotter, et al., Extracellular proteolysis of reelin by tissue plasminogen activator
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interactia con el VLDLR y el ApoER2 y se considera al fragmento que esta implicado en el
inicio de la sefalizacién en la direccion 3’ de la cascada de Reelina (Jossin, et al., The central
fragment of Reelin, generated by proteolytic processing in vivo, is critical to its function during
cortical plate development. J. Neurosci. 2004; 24:514-521).

Se han realizado muchos intentos para identificar las enzimas para segmentacion de
Reelina, tales como el activador del plasmindgeno de tejidos de la serina proteasa (tPA), las
metaloproteinasas matriz (MMP), y una desintegrina y una metaloproteinasa con motivos de
trombospondina (ADAMTS), y la labor funcional de este procesamiento proteolitico (Trotter,
et al., Extracellular proteolysis of reelin by tissue plasminogen activator following synaptic
potentiation. Neuroscience. 2014; 274: 299-307; Nagy, et al., Matrix metalloproteinase-9 is
required for hippocampal late-phase long-term potentiation and memory. J. Neurosci. 2006;
26:1923-1934; Nogi, et al., Structure of a signaling-competent reelin fragment revealed by X-
ray crystallography and electron tomography. EMBO J. 2006;25: 3675-3683; Nakano, et al.,
The extremely conserved C-terminal region of Reelin is not necessary for secretion but is
required for efficient activation of downstream signaling. J. Biol Chem. 2007; 282:20544—
20552; Hisanaga, et al., A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 4
(ADAMTS-4) cleaves Reelin in an isoform-dependent manner. FEBS Lett. 2012; 586:3349—
3353.; Krstic, et al., Regulated proteolytic processing of Reelin through interplay of tissue
plasminogen activator (tPA), ADAMTS-4, ADAMTS-5 and their modulators. PLoS One. 2012;
7:e47793). Un procedimiento de procesamiento enddgeno para la Reelina para extracelular,
es via el activador de plasmindgeno en tejidos con serina proteasa (tPA) en el cerebro, que se
presenta entre la R6 y la R7 en la Reelina tipo silvestre (Trotter, et al., Extracellular proteolysis
of Reelin by tissue plasminogen activator following synaptic potentiation. Neuroscience. 2014;
274: 299-307). No se ha observado protedlisis en ratones KO con tPA, apoyando una funcién
de esta proteasa en la segmentacion inducida por LTP independiente del NMDAR de la
Reelina (Trotter, et al., Extracellular proteolysis of Reelin by tissue plasminogen activator
following synaptic potentiation. Neuroscience. 2014; 274: 299-307) y se bloqueo mediante el
inhibidor de serpina E1 (Krstic, et al., Regulated proteolytic processing of Reelin through
interplay of tissue plasminogen activator (tPA), ADAMTS-4, ADAMTS-5 and their modulators.
PLoS One. 2012; 7:e47793). En apoyo adicional, la incubacién ex vivo de tPA con Reelina
durante 45 min produjo el fragmento N-R6 (370 kDa), que se bloqued con el inhibidor del
activador de plasmindgenos PAI-1; serpina E1) y los fluorofosfatos de diisopropilo (un
inhibidor de la serina proteasa), aunque no se blogued mediante la aprotinina o CR-50 (un
anticuerpo que se une en la region N-terminal de la Reelina; D’Arcangelo, et al., Reelin is a
secreted glycoprotein recognized by the CR-50 monoclonal antibody. J. Neurosci. 1997;
17:23-31; Trotter, et al., Extracellular proteolysis of Reelin by tissue plasminogen activator
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implican la meprina a y B de la metaloproteasas en la segmentacidon de Reelina entre las
repeticiones R6 y R7 (Sato, et al., Determination of cleavage site of Reelin between its sixth
and seventh repeat and contribution of meprin metalloproteases to the cleavage. J. Biochem.
2016; 159:305-312). Sin embargo, ni los ratones anestesiados con tPA (Trotter, et al.,
Extracellular proteolysis of reelin by tissue plasminogen activator following synaptic
potentiation. Neuroscience. 2014; 274: 299-307) ni los ratones anestesiados con la merpina B
(Sato, et al., Determination of cleavage site of Reelin between its sixth and seventh repeat and
contribution of meprin metalloproteases to the cleavage. J. Biochem. 2016; 159:305-312)
demuestran diferencias en los niveles basales de la Reelina de longitud total o los fragmentos
de, lo que sugiere que las combinaciones de proteasas estan implicadas en los niveles
constitutivos de Reelina y la protedlisis.

En el hipocampo en adultos, la glucoproteina Reelina se expresa mediante
interneuronas que residen principalmente en la regién hiliar de la circunvolucion dentada, y la
capa stratum lacunosum-moleculare del hipocampo propio. Las células que expresan Reelina
también se pueden encontrar en el stratum oriens y el stratum radiatum del drea CA1y CA3 y
estan asociadas con células piramidales del hipocampo. La potenciacién a largo plazo (LTP),
una forma de plasticidad sindptica que da por resultado en un aumento duradero de la
eficacia sinaptica, requiere la activacion de los receptores de NMDA (NMDAR) y la posterior
sobre-regulacion de la expresion y funcién del receptor de AMPA. Los cambios en los
receptores de AMPA (AMPAR) se pueden alcanzar, ya sea mediante la fosforilacion
subunitaria aumentada o mediante la sintesis subunitaria aumentada y el trafico hacia los
sitios sinapticos especificos. Por el contrario, los NMDAR sirven como detectores de
coincidencia y desempefian una funcion principal en la induccién de la plasticidad sindptica. La
abertura de los canales ionicos del NMDAR requiere tanto la unién a glutamato como la
despolarizaciéon de membranas pos-sindpticas. Algunas subunidades del NMDAR, tales como
NR1, NR2A y NR2B también estan sometidas a la fosforilacion modulatoria en los residuos de
serina/treonina o tirosina. La fosforilacién de las subunidades del NMDAR modula tanto la
cinética del canal como del trafico hacia sitios sinapticos. Se desprende que, si la Reelina fuera
importante para la modulacién de la plasticidad sinaptica, entonces los NMDAR como los
AMPAR podrian ser objetivos légicos debido a su importancia en la induccidn y expresién de la
plasticidad sinaptica.

Recientemente se ha descubierto que las moléculas de Reelina forman complejos de
orden mayor in vitro e in vivo, tales como Fc-RAP. Esta observacidn se refiné adicionalmente,
al mostrar que la Reelina se secreta in vivo como un homodimero vinculado a disulfuro. La
supresion de una region corta, denominada el epitope CR-50, ubicado en el término N de la
molécula anula oligomerizacion. Esta Reelina mutada fracasa al inducir eficientemente la

fosforilacién de Dabl en neuronas primarias de raton.



La Reelina desempefia una funcidn activa en los procesos de plasticidad sinaptica y
aprendizaje. La invencién también incluye la identificacién y el uso de mecanismos para el
procesamiento de la proteina Reelina para intensificar y/o reparar la funcién cognitiva. Por
ejemplo, se expone en la presente que: el aprendizaje contextual del miedo y la estimulacién
de rafagas theta (tb-stim) provocan cambios en el procesamiento de la Reelina; las
metaloproteinasas, tPA y MMP-9 estdn implicadas diferencialmente en el procesamiento de la
Reelina durante la plasticidad sindptica y el aprendizaje; la suplementacion del complemento
del fragmento de Reelina pueden mejorar el aprendizaje asociativo y espacial y la memoria; y
los fragmentos de Reelina se asocian con las placas AB, su expresion y procesamiento se altera
mediante mutaciones relacionados con AD, y la suplementacion de Reelina pueden superar
los déficits de LTP encontrados en el modelo de ratén Tg2576 AD.

Una vez que la Reelina se secreta mediante las interneuronas GABA-érgicas en el
espacio extracelular, se une a los receptores de lipoproteina, al receptor de lipoproteina de
muy baja densidad (VLDLR) y al receptor 2 de apolipoproteina (ApoER2), los cuales se
dimerizan (D’Arcangelo, et al., Reelin is a ligand for lipoprotein receptors. Neuron. 1999;
24:471-479; Weeber, et al., Reelin and ApoE receptors cooperate to enhance hippocampal
synaptic plasticity and learning. J. Biol Chem. 2002; 277:39944—-39952; Herz & Chen, Reelin,
lipoprotein receptors and synaptic plasticity. Nat. Rev Neurosci. 2006; 7, 850-859). Los
receptores de tirosina dimerizados fosforilan la proteina deshabilitada-1 (Dab1) del adaptador
intracelular seguida por la fosforilacion de las tirosinas quinasas de la familia src (SFK)
tirosinas, similares a Fyn, y la fosforilacion del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR)
(D’Arcangelo, et al., Reelin is a secreted glycoprotein recognized by the CR-50 monoclonal
antibody. J. Neurosci. 1997; 17:23-31; D’Arcangelo, et al., Reelin is a ligand for lipoprotein
receptors. Neuron. 1999; 24:471-479; Weeber, et al., Reelin and ApoE receptors cooperate to
enhance hippocampal synaptic plasticity and learning. J. Biol Chem. 2002; 277:39944—-39952;
Niu, et al., Reelin promotes hippocampal dendrite development through the VLDLR/ApoER2-
Dab1 pathway. Neuron. 2004; 41: 71-84; Beffert, et al. Modulation of synaptic plasticity and
memory by Reelin involves differential splicing of the lipoprotein receptor Apoer2. Neuron.
2005; 47:567-579; Chen, et al., Reelin modulates NMDA receptor activity in cortical neurons.
J. Neurosci. 2005; 25, 8209-8216; Qiu, et al., Differential reelin-induced enhancement of
NMDA and AMPA receptor activity in the adult hippocampus. J. Neurosci. 2006; 26:12943—
12955; Qiu & Weeber, Reelin signaling facilitates maturation of CA1 glutamatergic synapses. J.
Neurophysiol. 2007; 97:2312-2321; Burrell, et al.,, (2014). Fyn tyrosine kinase increases
Apolipoprotein E recep tor 2 levels and phosphorylation. PLoS One 9:e110845.; Divekar, et al.,
Ligand-induced homotypic and heterotypic clustering of Apolipoprotein E receptor 2. J. Biol
Chem. 2014; 289:15894—-15903).

Los aumentos en el influjo de calcio debidos a la fosforilacion del NMDAR conduce a la



despolarizacién de la membrana pos-sinaptica, la maduracién de los receptores de NMDA
provenientes del subtipo del receptor NR2B hasta NR2A, y la insercion del receptor del acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxazolpropionico (AMPAR) (Weeber, et al., Reelin and ApoE
receptors cooperate to enhance hippocampal synaptic plasticity and learning. J. Biol Chem.
2002; 277:39944-39952; Qiu, et al., Differential reelin-induced enhancement of NMDA and
AMPA receptor activity in the adult hippocampus. J. Neurosci. 2006; 26:12943-12955; Qiu &
Weeber, Reelin signaling facilitates maturation of CA1 glutamatergic synapses. J.
Neurophysiol. 2007; 97:2312-2321). El aumento en el influjo de Ca®* y la despolarizacién de la
célula aumenta la fosforilacion de CREB y la sintesis de la proteina, lo cual al final da por
resultado en la induccién y mejora de la potenciacidon a largo plazo (LTP) y la plasticidad
sinaptica aumentada y el aprendizaje y la memoria (Niu, et al., The Reelin signaling pathway
promotes dendritic spine development in hippocampal neurons. J. Neurosci. 2008; 28:10339—
10348.; Rogers, et al., Reelin supplementation enhances cognitive ability, synaptic plasticity
and dendritic spine density. Learn. Mem. 2011; 18:558-564; Rogers, et al. Reelin
supplementation recovers sensorimotor gating, synaptic plasticity and associative learning
deficits in the heterozygous reeler mouse. J. Psychopharmacol. 2013; 27:386—395).
Concurrentemente, la fosforilacion de Dabl da por resultado en la activacién de la
fosfatidilinositol-3-quinasa (P13K), la proteina quinasa B (PKB/Akt), y la modulacion de la
glucogenosintasa quinasa 3 beta (GSK3B), que inhibe la fosforilacion de Tau (Beffert, et al.,
Reelin-mediated signaling locally regulates protein kinase B /Akt and glycogen synthase kinase
3 beta. J. Biol Chem. 2007; 277: 49958-49964), asi como la regulacién de la conversion de p35
a p25 que es responsable de la activacion de CDKS5, otro procedimiento para la fosforilacion
Tau (Beffert, et al., Reelin and cyclin-dependent kinase 5-dependent signals cooperate in
regulating neuronal migration and synaptic transmission. J. Neurosci. 2004; 24:1897-1906).

De esta forma, la sefializacion de Reelina es un blanco Util para terapias contra la
pérdida sinaptica y neuronal en una serie de condiciones. Por ejemplo, se ha mostrado que la
Reelina se unen tanto a receptores de lipoproteinas como a la proteina precursora amiloide
(APP) y se sabe que estard asociada con las placas AB en una serie de modelos de ratén con
AD (Chin, et al. Reelin depletion in the entorhinal cortex of human amyloid precursor protein
transgenic mice and humans with Alzheimer’s disease. J Neurosci 2007, 27:2727-2733;
Hoareau, et al. Amyloid precursor protein cytoplasmic domain antagonizes reelin neurite
outgrowth inhibition of hippocampal neurons. Neurobiol Aging 2008, 29:542-553; Hoe, et al.
DAB1 and Reelin effects on amyloid precursor protein and ApoE receptor 2 trafficking and
processing. J Biol Chem 2006, 281:35176-35185; Miettinen, et al. Reelin-immunoreactivity in
the hippocampal formation of 9-month-old wildtype mouse: effects of APP/PS1 genotype and
ovariectomy. ] Chem Neuroanat. 2005, 30:105-1180).

Los procedimientos para transduccion de sefales de Reelina parecen ser



particularmente vulnerables en la enfermedad de Alzheimer (AD), contribuyendo
potencialmente a su patogénesis (Hoe, et al. DAB1 and Reelin effects on amyloid precursor
protein and ApoE receptor 2 trafficking and processing. J Biol Chem 2006, 281:35176-35185;
Hoareau, et al., Amyloid precursor protein cytoplasmic domain antagonizes Reelin neurite
outgrowth inhibition of hippocampal neurons. Neurobiol. Aging. 2008; 29: 542-553).

Similarmente, la Reelina puede afectar la plasticidad sindptica en adultos. Los ratones
con anestesia de Reelina, ApoER2 y VLDLR, o Deshabilitado-1 (Dab1) muestran déficits en la
plasticidad sindptica ((Weeber, et al., Reelin and ApoE receptors cooperate to enhance
hippocampal synaptic plasticity and learning. J. Biol Chem. 2002; 277: 39944-39952, Qui, et
al., 2006, Beffert, et al., Modulation of synaptic plasticity and memory by Reelin involves
differential splicing of the lipoprotein receptor Apoer2. Neuron. 2005; 47:567-579). lLa
intervencion terapéutica, tal como las inyecciones intraventriculares bilaterales (IVI) de
Reelina, se puede utilizar como una terapia, y mejora el aprendizaje y la memoria y la
plasticidad sinaptica en ratones tipo silvestre (Rogers, et al., Reelin supplementation enhances
cognitive ability, synaptic plasticity and dendritic spine density. Learn. Mem. 2011; 18:558—
564). La Reelina IVI también ha mostrado la recuperacién del aprendizaje y la memoria vy los
déficits de LTP oxidados en ratones aspadores heterocigotos (Rogers, et al. Reelin
supplementation recovers sensorimotor gating, synaptic plasticity and associative learning
deficits in the heterozygous reeler mouse. J. Psychopharmacol. 2013; 27:386—395), véase en
la figura 4, y en un modelo de ratén con sindrome de Angelman (Hethorn et al., 2016). De esta
forma, la suplementacién de los niveles de Reelina mediante la administracion de proteinas o
mediante terapia génica con el gen de Reelina RELN puede ser una intervencion terapéutica
potencial en una variedad de enfermedades.

Una vez que la Reelina se secreta por las interneuronas GABA-érgicas en el espacio
extracelular, se une a los receptores de lipoproteina, al receptor de lipoproteina de muy baja
densidad (VLDLR) y al receptor 2 de apolipoproteina receptor 2 (ApoER2), como se muestra en
la figura 1 (D’Arcangelo, et al., Reelin is a ligand for lipoprotein receptors. Neuron. 1999; 24:
471-479; Weeber, et al. Reelin and Apo E receptors cooperate to enhance hippocampal
synaptic plasticity and learning. J. Biol Chem. 2002; 277: 39944—39952; Herz & Chen, Reelin,
lipoprotein receptors and synaptic plasticity. Nat. Rev Neurosci. 2006; 7, 850-859; Qiu, et al.,
Differential reelin-induced enhancement of NMDA and AMPA receptor activity in the adult
hippocampus. J. Neurosci. 2006; 26:12943-12955). Las interacciones en ligandos conducen a
la dimerizacion de receptores y la fosforilacién de tirosina de la proteina Dab1 del adaptador
intracelular en la direccidon 3’ (Howell, et al., Mouse disabled (mDab1): a Src binding protein
implicated in neuronal development. EMBO J. 1997;16: 121-132; D’Arcangelo, et al., Reelin is
a ligand for lipoprotein receptors. Neuron. 1999; 24: 471-479; Hiesberger, et al., Direct
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disabled-1 and modulates tau phosphorylation. Neuron. 1999; 24: 481-489; Strasser, et al.,
(2004). Receptor clustering is involved in Reelin signaling. Mol Cell Biol. 2004; 24: 1378-1386;
Herz & Chen, Reelin, lipoprotein receptors and synaptic plasticity. Nat. Rev.Neurosci. 2006;7,
850-859; Qiu, et al., Differential reelin-induced enhancement of NMDA and AMPA receptor
activity in the adult hippocampus. J. Neurosci. 2006;26: 12943—-12955; Trotter, et al., Dab1l is
required for synaptic plasticity and associative learning. J. Neurosci. 2013;33: 15652-15668;
Trotter, et al., Extracellular proteolysis of reelin by tissue plasminogen activator following
synaptic potentiation. Neuroscience. 2014; 274: 299-307; Divekar, et al., Ligand-induced
homotypic and heterotypic clustering of Apolipoprotein E receptor 2. J. Biol Chem. 2014;
289:15894-15903). La fosforilacién de Dab1l activa las tirosinas quinasas de la familia Src
(SFK), tales como Fyn, que fosforila los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA),
permitiendo aumentos en el influjo de Ca** (Chen, et al., Reelin modulates NMDA receptor
activity in cortical neurons. J. Neurosci. 2005; 25, 8209-8216). La mejora en el influjo de Ca**
permite la maduracion de los receptores de NMDA a partir del subtipo del receptor NR2B
hasta NR2A, la insercién del receptor de dcido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico
(AMPA), de membrana aumentada, y puede contribuir a la induccién y mejora de la
potenciacidon a largo plazo (LTP; Weeber, et al., Reelin and ApoE receptors cooperate to
enhance hippocampal synaptic plasticity and learning. J. Biol.Chem. 2002; 277, 39944—-39952;
Beffert, et al., Modulation of synaptic plasticity and memory by Reelin involves differential
splicing of the lipoprotein receptor Apoer2. Neuron. 2005; 47:567-579; Chen, et al., Reelin
modulates NMDA receptor activity in cortical neurons. J. Neurosci. 2005; 25, 8209-8216; Herz
& Chen, Reelin, lipoprotein receptors and synaptic plasticity. Nat. Rev Neurosci. 2006; 7, 850—
859.; Qiu, et al., Differential reelin-induced enhancement of NMDA and AMPA receptor
activity in the adult hippocampus. J. Neurosci. 2006; 26:12943—-12955; Qiu & Weeber, Reelin
signaling facilitates maturation of CA1 glutamatergic synapses. J. Neurophysiol. 2007; 97,
2312-2321). Ademads, la fosforilaciéon inducida por Dabl también puede activar la
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y la proteina quinasa B (PKB/Akt), que luego provoca la
induccion de la glucégeno sintasa quinasa 3 beta (GSK3pB) (Beffert, et al., Reelin-mediated
signaling locally regulates protein kinase B/Akt and glycogen synthase kinase 3beta. J. Biol
Chem. 2002; 277, 49958-49964), suprimiendo a su vez la hiperfosforilacion Tau (Ohkubo, et
al., Apolipoprotein E and Reelin ligands modulate tau phosphorylation through an
Apolipoprotein E receptor/disabled-1/glycogen synthase kinase-3beta cascade. FASEB J. 2003;
17,295-297).

Ya que las células de Reelina-positivas se encuentran en nimeros mas altos en el
stratum lacunosum CAl y el hilio, estan en ubicaciones primordiales para influir en el
aprendizaje y la memoria, y la neurogénesis, respectivamente. De hecho, se ha mostrado que

la Reelina mejora la plasticidad sinaptica y el aprendizaje y la memoria (Weeber, et al., Reelin



and ApoE receptors cooperate to enhance hippocampal synaptic plasticity and learning. J. Biol
Chem. 2002; 277: 39944-39952; Herz & Chen, Reelin, lipoprotein receptors and synaptic
plasticity. Nat. Rev Neurosci. 2006; 7, 850-859.; Qiu, et al., Differential reelin-induced
enhancement of NMDA and AMPA receptor activity in the adult hippocampus. J. Neurosci.
2006; 26: 12943-12955; Rogers & Weeber, Reelin and ApoE actions on signal transduction,
synaptic function and memory formation. Neuron Glia Biol. 2008; 4:259-270), asi como
alterar la migracion en las neuronas adultas emergentes (Zhao, et al.,, Balance between
neurogenesis and gliogenesis in the adult hippocampus: role for Reelin. Dev. Neurosci. 2007;
29: 84-90; Pujadas, et al., Reelin regulates postnatal neurogenesis and enhances spine
hypertrophy and long-term potentiation. J. Neurosci. 2010;30: 4636—4649.doi; Teixeira, et al.,
Cell-autonomous inactivation of the Reelin pathway impairs adult neurogenesis in the
hippocampus. J. Neurosci. 2012; 32:12051-12065). En el hipocampo, la Reelina extracelular se
acumula en el stratum lacunosum (Pesold, et al., Cortical bitufted, horizontal and Martinotti
cells preferentially express and secrete Reelin into perineuronal nets, non-synaptically
modulating gene expression. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1999; 96: 3217-3222; Lussier, et al.,
Repeated exposure to corticosterone, but not restraint, decreases the number of Reelin-
positive cells in the adult rat hippocampus. Neurosci. Lett. 2009; 460: 170-174) como lo hace
en una ubicacion primordial para influir en la actividad sinaptica en la CA1 (Weeber, et al.,
Reelin and ApoE receptors cooperate to enhance hippocampal synaptic plasticity and
learning. J. Biol Chem. 2002; 277: 39944-39952; Herz & Chen, Reelin, lipoprotein receptors
and synaptic plasticity. Nat. Rev. Neurosci. 2006;7, 850-859.; Qiu, et al., Differential reelin-
induced enhancement of NMDA and AMPA receptor activity in the adult hippocampus. J.
Neurosci. 2006;26: 12943-12955; Rogers & Weeber, Reelin and ApoE actions on signal
transduction, synaptic function and memory formation. Neuron Glia Biol. 2008; 4:259-270).
La segmentacion enddgena de la Reelina en estas regiones se puede utilizar para regular los
efectos de la Reelina sobre estos procesos.

Ademas, se sabe que el sistema de sefalizacion del receptor de lipoproteinas
desempefia una funcidn significativa en el SNC de adultos tal como la homeostasia de
colesterol, el intercambio de proteinas extracelulares, la formacion de la formacién de
memoria, la transmision sinaptica, la plasticidad y maduracién a través de la activacién de
muchos procedimientos para transduccion de sefiales. De manera importante, la
apolipoproteina E (apoE) del ligando del receptor de lipoproteinas es uno de los mejores
factores de riesgo validados para la enfermedad de Alzheimer, (AD) esporadica de aparicion
tardia (Hoe HS, Harris DC, Rebeck GW. Multiple pathways of apolipoprotein E signaling in
primary neurons. J Neurochem 2005; 93:145-155; Hoe HS, Freeman J, Rebeck GW.
Apolipoprotein E decreases tau kinases and phospho-tau levels in primary neurons. Mol

Neurodegener 2006, 1:18; Hoe HS, Pocivavsek A, Chakraborty G, et al. Apolipoprotein E



receptor 2 interactions with the N-methyl-Daspartate receptor. J Biol Chem 2006, 281:3425-
3431). Similarmente, la proteina Reelina de matriz extracelular se puede unir tanto a los
receptores de lipoproteina como a la proteina precursora amiloide (APP) y se sabe que estara
asociada con las placas AP en una serie de modelos de ratén con AD (Chin J, Massaro CM,
Palop JJ, et al. Reelin depletion in the entorhinal cortex of human amyloid precursor protein
transgenic mice and humans with Alzheimer’s disease. J Neurosci 2007, 27:2727-2733;
Hoareau C, Borrell V, Soriano E, Krebs MO, Prochiantz A, Allinquant B. Amyloid precursor
protein cytoplasmic domain antagonizes reelin neurite outgrowth inhibition of hippocampal
neurons. Neurobiol Aging 2008, 29:542-553; Hoe HS, Tran TS, Matsuoka Y, Howell BW, Rebeck
GW. DAB1 and Reelin effects on amyloid precursor protein and ApoE receptor 2 trafficking
and processing. J Biol Chem 2006, 281:35176-35185; and Miettinen R, Riedel A, Kalesnykas G,
et al. Reelin-immunoreactivity in the hippocampal formation of 9-month-old wildtype mouse:
effects of APP/PS1 genotype and ovariectomy. J Chem Neuroanat 2005, 30:105-1180). La
acumulacién de AB puede influir en la sefalizacion de Reelina y la funcion del receptor de
lipoproteinas, estimulando con esto la patogénesis de la AD y afectando la funcién sindptica y
cognitiva.

Por lo tanto, lo que se necesita son agonistas especificos que actuen sobre el sistema
receptor de lipoproteinas de una forma similar a la Reelina para utilizarse como terapéuticos
en la mejora de la funcion cognitiva, asi como el tratamiento de una enfermedad neuroldgica,
tal como la AD y otros trastornos neurodegenerativos relacionados con la edad,
enfermedades neuroldgicas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Las composiciones y métodos descritos en la presente se relacionan en general con
métodos para influir, y mejorar, la funcién cognitiva, al aumentar, y/o prevenir la interferencia
con, los niveles de Reelina, asi como la transduccion de sefiales celulares iniciada o mantenida
con la Reelina o la sefalizacion de Reelina.

La presente invencidn proporciona un método para tratar o corregir una enfermedad
o trastorno del sistema nervioso a través de la administracion de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un fragmento recombinante de Reelina o un fragmento de
empalme de Reelina en un paciente que necesite del mismo. En algunas variaciones, el
fragmento recombinante de Reelina o el fragmento de empalme de Reelina es un fragmento
de Reelina formado de la repeticion R3 hasta R5 (R3-R5), la repeticion R3 del fragmento de
Reelina unida a la repeticion R5 del fragmento de Reelina (R3 + R5), la repeticiéon R3 del
fragmento de Reelina, un fragmento de Reelina formado de la repeticién R3 hasta R6 (R3-R6),
la repeticion R3 del fragmento de Reelina unida a la repeticion R6 del fragmento de Reelina de
(R3 + R6), en donde R3 es la regidn de repeticion 3 de Reelina de longitud total, R4 es la region

de repeticion 4 de la Reelina de longitud total, R5 es la region de repeticion 5 de la Reelina de
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longitud total, y R6 es la regidn de repeticion 6 de la Reelina de longitud total. Opcionalmente,
cuando el fragmento de empalme de Reelina es R3 + R5, las dos regiones de repeticidn, es
decir, R3 y R5, estan unidas mediante el asa de la region de repeticion 3, el asa de la region de
repeticion 5, o una combinacién de las mismas. Alternativamente, cuando el fragmento de
empalme de Reelina es R3 + R6, las dos regiones de repeticidn, es decir, R3 y R6, estan unidas
mediante el asa de la regién de repeticion 3, el asa de la regién de repeticién 6, o una
combinacion de las mismas. En versiones especificas, el fragmento recombinante de Reelina o
fragmento de empalme de Reelina es una repeticion de fragmento de Reelina R3, una
repeticion del fragmento de Reelina R4, una repeticién del fragmento de Reelina R5, una
repeticion del fragmento de Reelina R6, una repeticion del fragmento de Reelina R3 hasta R4,
una repeticion del fragmento de Reelina R3 hasta R5, una repeticion del fragmento de Reelina
R3 hasta la region de repeticidon R6, una repeticion del fragmento de Reelina R4 hasta R5, una
repeticion del fragmento de Reelina R5 a R6, una repeticion del fragmento de Reelina R3
unida a la repeticion del fragmento de Reelina R5, una repeticion del fragmento de Reelina R3
unida a la repeticion del fragmento de Reelina R6, una repeticion del fragmento de Reelina R4
unido a una repeticiéon R6, o una combinacién de los fragmento de Reelina o los fragmento de
empalme de Reelina mencionados anteriormente. En algunas variaciones de la invencion, la
enfermedad o trastorno del sistema nervioso es una enfermedad neurodegenerativa, un
ataque neuronal, un trastorno neuronal, o un accidente cerebrovascular. En variaciones
especificas, el trastorno neuronal se selecciona del grupo que consiste de sindrome X fragil, el
sindrome de William, el sindrome de Rett, el sindrome de Down, el sindrome de Angelman,
autismo, deficiencia de Reelina, trastorno bipolar, depresion y esquizofrenia.
Alternativamente, la enfermedad o trastorno del sistema nervioso es un ataque neuronal o la
enfermedad de Alzheimer.

Opcionalmente, el fragmento de Reelina o el fragmento de empalme de Reelina se
administra mediante inyeccidon parenteral. En variaciones especificas, el fragmento de Reelina
el fragmento de empalme de Reelina se inyecta intraarterial, intravenosa, intracerebral, o
intraventricularmente. En variaciones especificas de la invencidn, el fragmento de Reelina o el
fragmento de empalme de Reelina se inyecta bilateralmente en los ventriculos del paciente.
En algunas variaciones, el fragmento de Reelina o el fragmento de empalme de Reelina se
administra para obtener una concentracion de Reelina en el fluido del SNC entre
aproximadamente 10 um hasta aproximadamente 5 nM. Las concentraciones opcionales
incluyen 10 uM, 15 uM, 20 uM, 25 uM, 30 uM, 3 uM 40 uM 45 M, 50 puM, 55 uM, 60 uM, 65
uM, 70 uM, 75 puM, 80 uM, 85 uM, 90 uM, 100 uM, 110 uM, 120 uM, 130 uM, 140 uM, 150
uM, 160 uM, 170 uM, 180 uM, 190 puM, 200 uM, 220 uM, 225 pM, 240 uM, 250 uM, 270 uM,
275 uM, 280 uM, 300 uM, 320 puM, 325 uM, 340 uM, 350 uM, 370 uM, 375 uM, 380 uM, 400
UM, 420 uM, 425 uM, 440 uM, 450 puM, 470 uM, 475 uM, 480 pM, 500 uM, 520 uM, 525 uM,
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540 pM, 550 uM, 570 pM, 575 pM, 580 uM, 600 uM, 620 pM, 625 uM, 640 uM, 650 uM, 670
MM, 675 uM, 680 uM, 700 uM, 720 uM, 725 uM, 740 uM, 750 puM, 770 uM, 775 uM, 780 uM,
800 uM, 820 puM, 825 pM, 840 uM, 850 uM, 870 pM, 875 uM, 880 uM, 900 puM, 920 pM, 925
uM, 940 uM, 950 uM, 970 uM, 975 uM, 980 uM, 1 nM, 1.1 nM, 1.2 nM, 1.3 nM, 1.4 nM, 1.5
nM, 1.6 nM, 1.7 nM, 1.8 nM, 1.9 nM, 2.0 nM ,2.1 nM, 2.2 nM, 2.3 nM, 2.4 nM, 2.5 nM, 2.6
nM, 2.7 nM, 2.8 nM, 2.9 nM, 3.0 nM, 3.1 nM, 3.2 nM, 3.3 nM, 3.4 nM, 3.5 nM, 3.6 nM, 3.7
nM, 3.8 nM, 3.9 nM, 4.0 nM, 4.1 nM, 4.2 nM, 4.3 nM, 4.4 nM, 4.5 nM, 4.6 nM, 4.7 nM, 4.8
nM, 4.9 nM, y 5.0 nM. Por ejemplo, la concentracion terapéutica puede ser menor de 100 nM,
menor de 50 nM, menor de 25 nM, menor de 10 nM, o aproximadamente de 5 nM. Las
dosificaciones se pueden calcular con base en la distribucién de la proteina en el cuerpo
animal y el acceso a través de la barrera hematoencefalica. Un ejemplo no limitante es
cuando la Reelina se administra a 1 pL de una composicion de 5 nM por cada 30-36 g de masa
del paciente. Ademas, el tratamiento puede estar en curso, es decir, continuamente, o el
régimen de tratamiento puede durar menos de 1 afio, menos de 6 meses, menos de 3 meses,
menos de 1 mes, menos de 1 semana, o aproximadamente 1 dia.

En algunas variaciones de la invencién, la estructura formada a partir del fragmento
recombinante de Reelina o el fragmento de empalme de Reelina se inserta en un vector viral
para formar un vector de Reelina, y el vector de Reelina se inyecta en el sujeto. Los vectores
opcionales incluyen AAV9, AAV5, AAV1 y AAV4. Sin embargo, otros vectores, en especial
cualquier AAV adecuado conocido en la técnica, se podrian utilizar en la invencion y se
contemplan para este uso. En variaciones especificas, el fragmento recombinante de Reelina o
el fragmento de empalme de Reelina queda bajo el control de un promotor del CMV.

La invencién también incluye una composicion que comprende un fragmento
recombinante de Reelina o un fragmento de empalme de Reelina, donde el fragmento
recombinante de Reelina o el fragmento de empalme de Reelina es un fragmento de Reelina
formado de la repeticion R3 hasta R5 (R3-R5), la repeticion del fragmento de Reelina R3 unida
al repeticion del fragmento de Reelina R5 (R3 + R5), la repeticion del fragmento de Reelina R3,
un fragmento Reelina formado de la repeticion R3 hasta R6 (R3-R6), la repeticion del
fragmento de Reelina R3 unida a la repeticion del fragmento de Reelina R6 (R3 + R6), donde
R3 es la region de repeticion 3 de la Reelina de longitud total, R4 es la regidn de repeticion 4
de la Reelina de longitud total, R5 es la regidon de repeticion 5 de la Reelina de longitud total, y
R6 es la region de repeticion 6 de la Reelina de longitud total. Opcionalmente, cuando el
fragmento de empalme de Reelina es R3 + R5, las dos regiones de repeticion, es decir, R3y R5,
estan unidas por el asa de la region de repeticion 3, el asa de la regidn de repeticién 5, o una
combinacidn de las mismas. Alternativamente, cuando el fragmento de empalme de Reelina
es R3 + R6, las dos regiones de repeticion, es decir, R3 y R6, estan unidas por el asa de la

region de repeticidn 3, el asa de la regidn de repeticidn 6, o una combinacién de las mismas.
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En algunas variaciones de la composicion, el fragmento recombinante de Reelina o el
fragmento de empalme de Reelina estd integrado en una estructura formada a partir del
fragmento recombinante de Reelina o el fragmento de empalme de Reelina insertado en un
vector viral para formar un vector de Reelina, y el vector de Reelina inyectado en el sujeto. Los
vectores opcionales incluyen AAV9, AAV5, AAV1 y AAV4. Sin embargo, otros vectores, en
especial cualquier AAV adecuado conocido en la técnica, se podrian utilizar en la invencion y
se contemplan para este uso. En variaciones especificas, el fragmento recombinante de
Reelina o el fragmento de empalme de Reelina queda bajo el control de un promotor de CMV.

Las composiciones mencionadas anteriormente también se pueden utilizar para tratar
un sintoma de una enfermedad o trastorno del sistema nervioso, incluyendo enfermedades
neurodegenerativas, ataques neuronales, y accidente cerebrovascular. Los ejemplos no
limitantes incluyen sindrome X fragil, el sindrome de William, el sindrome de Rett, el sindrome
de Down, el sindrome de Angelman, autismo, isquemia, hipoxia, enfermedad de Alzheimer,
deficiencia de Reelina, trastorno bipolar, depresidn, esquizofrenia y los accidentes
cerebrovasculares. Los ejemplos especificos de sintomas de una enfermedad o trastorno del
sistema nervioso incluyen una deficiencia en la densidad de las espinas dendriticas,
potenciacidon disminuida a largo plazo, plasticidad sinaptica disminuida y déficits de
aprendizaje asociativo. Las composiciones y cantidades terapéuticas Utiles se describieron
anteriormente.

Las composiciones mencionadas anteriormente también se pueden utilizar para
aumentar la densidad de las espinas dendriticas en un sujeto. Las composiciones y cantidades
terapéuticas utiles se describieron anteriormente.

Las composiciones descritas anteriormente también son utiles para aumentar la
plasticidad sindptica, el aprendizaje o mejorar la funcidén cognitiva. Las composiciones y
cantidades que se pueden utilizar para aumentar la plasticidad sindptica, el aprendizaje o
mejora la funcidon cognitiva son las mismas que aquellas descritas anteriormente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para una comprension mas completa de la invencidn, se debe hacer referencia a la
siguiente descripcion detallada, tomada junto con los dibujos anexos, en los cuales:

La figura 1 es una ilustracidn de la via de Reelina en la plasticidad sinaptica en adultos.

La figura 2 es una ilustracion que muestra la protedlisis de Reelina en el cerebro
adulto. La Reelina de longitud total se libera en el espacio extracelular mediante
interneuronas GABAérgicas en el cerebro adulto. Esta Reelina de longitud total se segmenta
enzimaticamente entre las repeticiones de 2-3 (R2-R3) y 6-7 (R6-R7) del factor de crecimiento
epidérmico (EGF); indicadas mediante lineas de punteadas; mediante un nimero de enzimas
diferentes, por ejemplo, el activador del plasmindgeno en tejidos (tPA), meprina a y B han

mostrado que segmentan la Reelina entre R6 y R7 (Kohno, et al., Mechanism and significance
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of specific proteolytic cleavage of Reelin. Biochem. Biophys. Res.Commun. 2009; 380: 93-97.;
Krstic, et al., Regulated proteolytic processing of Reelin through interplay of tissue
plasminogen activator (tPA), ADAMTS-4, ADAMTS-5 and their modulators. PLoS One. 2012;
7:e47793; Trotter, et al., Extracellular proteolysis of reelin by tissue plasminogen activator
following synaptic potentiation. Neuroscience. 2014; 274: 299-307; Sato, et al,
Determination of cleavage site of Reelin between its sixth and seventh repeat and
contribution of meprin metalloproteases to the cleavage. J. Biochem. 2016; 159:305-312),
mientras que las metaloproteinasas matriz (MMP)-9 segmentan la Reelina entre R2 y R3
(Krstic, et al., Regulated proteolytic processing of Reelin through interplay of tissue
plasminogen activator (tPA), ADAMTS-4, ADAMTS-5 and their modulators. PLoS One. 2012;
7:e47793). Los ADAMTS 4 y 5 han mostrado que segmentan la Reelina en ambos sitios
(Hisanaga, et al.,, A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 4
(ADAMTS-4) cleaves Reelin in an isoform-dependent manner. FEBS Lett. 2012; 586: 3349—
3353.; Krstic, et al., Regulated proteolytic processing of Reelin through interplay of tissue
plasminogen activator (tPA), ADAMTS-4, ADAMTS-5 and their modulators. PLoS One. 2012;
7:e47793). Otras proteasas, que todavia seran identificadas, también estan implicadas
potencialmente en el procesamiento de Reelina.

La figura 3 es una ilustraciéon que muestra la Reelina de longitud total (450 kDa) y los
fragmentos de Reelina formados mediante la segmentacidn por un nimero de enzimas que
dan por resultan en la produccién de cinco fragmentos que varian de 370-80 kDa. El
fragmento de R3-R6 [incluido en la Reelina de longitud total (450 kDa), los fragmentos de 370
kDa, 190 kDa y 270 kDa] se ha mostrado que se unen a los receptores de lipoproteinas,
ApoER2 y VLDLR (Jossin, et al., The central fragment of Reelin, generated by proteolytic
processing in vivo, is critical to its function during cortical plate development. J. Neurosci.
2004; 24:514-521). El fragmento N-R2 (180 kDa) se ha mostrado que se unen a las asp;
integrinas (Dulabon, et al., Reelin binds alpha3betal integrin and inhibits neuronal migration.
Neuron. 2000; 27:33-44.) Y se ha mostrado que la migracién neuronal se interrumpira in vivo
mediante el anticuerpo CR-50 (Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1997; 94:8196-8201). La region C-
terminal (R7-C; 80 kDa) se ha mostrado que esta implicada en la secrecién de Reelina, asi
como su plegamiento adecuado (de Bergeyck, et al., A truncated Reelin protein is produced
but not secreted in the ‘Orleans’ reeler mutation (Reln[rl-Orl]). Brain Res. Mol. Brain Res.
1997;50:85-90; Jossin, et al.,, The central fragment of Reelin, generated by proteolytic
processing in vivo, is critical to its function during cortical plate development. J. Neurosci.
2004;24: 514-521de Bergeyck, et al., A truncated Reelin protein is produced but not secreted
in the ‘Orleans’ reeler mutation (Reln[rl-Orl]). Brain Res. Mol. Brain Res. 1997;50:85-90;
Jossin, et al., The central fragment of Reelin, generated by proteolytic processing in vivo, is

critical to its function during cortical plate development. J. Neurosci. 2004; 24:514-521), y
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para la eficacia de sefializacién en la direccidon 3’ (Nakano, et al., The extremely conserved C-
terminal region of Reelin is not necessary for secretion but is required for efficient activation
of downstream signaling. J. Biol. Chem. 2007; 282:20544-20552).

La figura 4 es una grafica que muestra la LTP con la estimulacién por rafagas theta.

La figura 5 es la secuencia de la Reelina de longitud total. Los sitios de reconocimiento
para las endonucleasas se representan por encima de su secuencia respectiva. Las secuencias
de repeticidon son marcas sobre el costado izquierdo y las regiones de repeticion resaltadas.
Entre cada region de repeticion se encuentra un asa de fusidn, que no esta resaltada.

La figura 6 es una ilustracion del receptor de ApoER2 dependiente de Reelina, que
muestra el receptor inactivado y el receptor dimerizado, que es activo y emite fluorescencia.
El sistema se utiliza en un ensayo de luciferasa para la activacion de receptores.

La figura 7 es una ilustracidn que muestra los fragmentos Reelina de la Reelina
formada mediante la segmentacion por una serie de enzimas que dan por resultado en la
produccion de diversos fragmentos. El fragmento R3-R6, que se compara con los fragmentos
de Reelina R3, que contiene Unicamente la tercera region de empalme, R3-4, que contiene las
regiones de empalme R3 y R4, empalmadas conjuntamente, la R3-R5, que contiene las
regiones de repeticion R3, R4, y R5 empalmadas conjuntamente, y el fragmento R5-R6, que
incluye las regiones R5 empalmadas a la regiéon R6. También se muestran los fragmentos R3 +
R5 y R3 + R6, que contienen las regiones R3 empalmadas a la regién R5 o la regién R6,
respectivamente.

La figura 8 es una secuencia del fragmento de Reelina 3 + 6. El fragmento se formé al
unir el asa 3-4 al asa 5-6, uniendo con esto la repeticion 3 a la repeticién 6. La region del
péptido sefial se resalta en gris oscuro, seguido por la regidn de repeticidn 3, resaltada en gris
claro. La regién del asa de unién para 3-4 se encuentra en gris medio, seguida por la region de
asa de unidn para 5-6 y la region de repeticion 6, en gris oscuro.

La figura 9 es la secuencia del fragmento de Reelina 3 + 5. El fragmento se formé al
unir el asa 3-4 al asa 4-5, uniendo con esto la repeticion 3 a la repeticiéon 5. La region del
péptido sefial se resalta en gris oscuro, seguida por la region de repeticion 3, resaltada en gris
claro. La region del asa de union para 3-4 esta en gris medio, seguida por la region del asa de
unién para 4-5 y la regidon de repeticion 5, en gris oscuro.

La figura 10 es una grafica que muestra el ensayo de luciferasa ApoER2 utilizando
fragmentos de Reelina de raton.

La figura 11 es una grafica que muestra un ensayo de luciferasa ApoER2 utilizando
fragmentos de Reelina de humanos.

La figura 12 es una grafica que compara un ensayo de luciferasa ApoER2 de los
fragmentos de Reelina de ratdn y los fragmentos de Reelina de humano.

La figura 13(A) es una transferencia que muestra el cultivo neuronal primaria tratado
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con 200 uM de un fragmento purificado de Reelina que representa las repeticiones 3-6 (R3-6)
y lisado en momentos especificos (0, 10, 30, 60, 120 6 240 minutos) después del tratamiento
con Reelina. Una transferencia Western representativa que muestra ApoER2 y la actividad y el
estado de fosforilacion de AKT y ERK. La fosforilacion ERK es una deteccion directa de la
actividad de ERK y representa la activacion del procedimiento de sefializacion en la direccion
3.

La figura 13(B) es una grafica que muestra un cultivo neuronal primario tratado con
200 pM vy un fragmento purificado de Reelina que representa las repeticiones 3-6 (R3-6) y
lisado en momentos especificos (0, 10, 30, 60, 120 6 240 minutos) después del tratamiento
con Reelina. La actividad de ApoER2 se midid en los diversos puntos de tiempo y se normalizé
para actina. Todas las graficas muestran la media +SEM. El tamafio de la muestra es de 5-6.

La figura 13(C) es una grafica que muestra el cultivo neuronal primario tratado con 200
UM de un fragmento purificado de Reelina que representa las repeticiones 3-6 (R3-6) y lisado
en momentos especificos (0, 10, 30, 60, 120 6 240 minutos) después del tratamiento con
Reelina. El nivel de fosforilacion de AKT se midié en los diversos puntos de tiempo y se
normalizo para actina. Todas las graficas muestran la media +SEM. El tamafo de la muestra es
de 5-6.

La figura 13(D) es una grafica que muestra un cultivo neuronal primario tratado con
200 uM del fragmento purificado de Reelina que representa las repeticiones 3-6 (R3-6) y
lisado en momentos especificos (0, 10, 30, 60, 120 6 240 minutos) después del tratamiento
con Reelina. El nivel de AKT total se midid en los diversos puntos de tiempo y se normalizé
para actina. Todas las graficas muestran la media +SEM. El tamafio de la muestra es de 5-6.

La figura 13(E) es una gréfica que muestra un cultivo neuronal primario tratado con
200 uM del fragmento purificado de Reelina que representa las repeticiones 3-6 (R3-6) y
lisado en momentos especificos (0, 10, 30, 60, 120 6 240 minutos) después del tratamiento
con Reelina. La proporcion de la fosforilacion de quinasa regulada extracelular (ERK)
fosforilada se midié en los diversos puntos de tiempo y se normalizé para actina. Todas las
graficas muestran la media £SEM. El tamafio de la muestra es de 5-6.

La figura 13(F) es una grafica que muestra el cultivo neuronal primario tratado con 200
UM del fragmento de purificada de Reelina que representa las repeticiones 3-6 (R3-6) y lisado
en momentos especificos (0, 10, 30, 60, 120 6 240 minutos) después del tratamiento con
Reelina. La proporcién de la quinasa regulada extracelular (ERK) fosforilada se midié en los
diversos puntos de tiempo y se normalizaron a la actina. Todas las graficas muestran la media
+SEM. El tamafio de la media es de 5-6.

La figura 13(G) es una grafica que muestra el cultivo neuronal primario tratado con
200 uM del fragmento de purificacion de Reelina que representa las repeticiones 3-6 (R3-6) y

lisados en momentos especificos (0, 10, 30, 60, 120 6 240 minutos) después del tratamiento
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Reelina. La proporcion de la quinasa regulada extracelular (ERK) fosforilada a la quinasa
regulada extracelular (ERK) se determind y se estandarizd a ningln tratamiento (tiempo 0). El
estado de fosforilacion de la ERK es una deteccion directa de la actividad de la ERK y
representa la activacién del procedimiento de sefializacion en la direccién 5. Todas las
graficas muestran la media +SEM. El tamafio de la muestra es de 5-6.

La figura 14(A) es una transferencia que muestra un cultivo neuronal primario tratado
con 200 uM de fragmentos purificados de Reelina que representan la secuencia en humanos
de repeticiones de Reelina R3 y R5 (hR3 + 5), las repeticiones en humano R3 hasta R6 (hR3-6)
las repeticiones de Reelina en ratén R3 hasta 6 (R3-6) N-terminal de ratdn hasta R2 (NR2) y la
Reelina de longitud total que consiste de la secuencia de longitud total y todos los fragmentos
gue son de origen natural (FR). El control (ctrl) consistid de células no tratadas. La Reelina se
incubd sobre las células durante 60 minutos, y las células se lisaron. Se realizd una
transferencia Western representativa para la quinasa regulada extracelular total y fosforilada
(ERK).

La figura 14(B) es una grafica que muestra un cultivo neuronal primario tratado con
200 uM de fragmentos purificados de Reelina que representan la secuencia en humanos de
repeticiones de Reelina R3 y R5 (hR3 + 5), las repeticiones en humanos R3 hasta R6 (hR3-6) las
repeticiones de Reelina en ratdn R3 hasta 6 (R3-6) de la N-terminal en ratdn hasta R2 (NR2) y
la Reelina de longitud total que consiste de la secuencia de longitud total y la totalidad de los
fragmentos de origen natural (FR). El control (ctrl) consistié de células no tratadas. La Reelina
se incubd sobre las células durante 60 minutos, y las células se lisaron. El nivel de la quinasa
regulada extracelular (ERK) fosforilada se midid en los diversos puntos de tiempo y se
normalizé para actina. Todas las graficas muestran la media +SEM. El tamafio de la muestra es
de 4.

La figura 14(C) es una grafica que muestra un cultivo neuronal primario tratado con
200 uM de fragmentos purificados de Reelina que representan la secuencia en humanos de
repeticiones de Reelina R3 y R5 (hR3 + 5), las repeticiones en humanos de R3 hasta R6 (hR3-6)
las repeticiones de Reelina en ratén de R3 hasta 6 (R3-6) la N-terminal en ratones hasta R2
(NR2) y la Reelina de longitud total que consiste de la secuencia de longitud total y la totalidad
de los fragmentos de origen natural (FR). El control (ctrl) consistié de células no tratadas. La
Reelina se incubd sobre las células durante 60 minutos, y las células se lisaron. El nivel de la
quinasa regulada extracelular (ERK) se midié en los diversos puntos de tiempo y se normalizé
para actina. Todas las graficas muestran la media +SEM. El tamafio de la muestra es de 4.

La figura 15 es una grafica que muestra los ensayos de fosforilacion de Dab-1
utilizando Reelina de longitud total.

La figura 16 es una grafica lineal que muestra la fosforilacion de Dab-1 a través del

tiempo después de la exposicion a la Reelina de longitud total.
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La figura 17 es una grafica que muestra los analisis de fosforilacion de Dab-1 utilizando
el fragmento de Reelina R3-6.

La figura 18 es una grafica lineal que muestra la fosforilacion de Dab-1 a través del
tiempo después de la exposicion al fragmento de Reelina R3-6.

La figura 19 perfusion con Fc-RAP mejora la induccién de la LTP hipocampica. Los
cortes hipocampicos se inundaron con Fc-RAP (10 pg/ml), Fc (10 pg/ml), o medio control. Se
registraron las respuestas sindpticas de valores iniciales (1) y la potenciacién inmediatamente
después de HFS (%) y hasta 60 minutos después de HFS (). La cabeza de flecha representa la
LTP inducida con dos series de estimulacion de 1-s-Largo, 100-Hz, separada por 20 s. La linea
horizontal indica la aplicacién de Fc-RAP, Fc, o medio control. Los resultados se muestran
como las medias * errores estandar de la media. fEPSP, potencial pos-sinaptico excitatorio de
campo Stresser et al 2004.

La figura 20(A) es un electrograma que muestra las corrientes de NMDAR con mejoras
de Reelina a través de mecanismos pos-sinapticos. llustracién de la medicién de EPSCywmpa. Las
lineas representan ningun tratamiento, tratamiento simulado, y tratamiento con Reelina que
muestra la funcién del receptor de NMDA con aumentos con el tratamiento de Reelina via
conductancia de calcio.

La figura 20(B) es un electrograma que muestra las corrientes de NMDAR con mejoras
con Reelina a través de mecanismos pos-sindpticos. llustracion de la medicidon de EPSCywmpa
con AP5. Las lineas representan ningun tratamiento, tratamiento simulado, y tratamiento con
Reelina que muestran la funcion del receptor de NMDA con el tratamiento con Reelina via
conductancia de calcio.

La figura 21(A) es una grafica que muestra la medicién de EPSCywpa. El trazo en gris
grueso representa el MEPSCywpa.

La figura 21(B) es una grafica que muestra el tratamiento con Reelina aumentd
significativamente la amplitud mMEPSCywvpa (circulo relleno, antes de Reelina; circulo vacio,
después de Reelina; *** p <0,001; n = 18; prueba t pareada). El tratamiento con simulado no
tuvo efecto [cuadro relleno, antes del simulado; cuadro vacio, después de simulado; no
significativo (NS), p> 0.05; n = 13; prueba t pareada].

La figura 21(C) es una grafica que muestra la transmisién sindptica en tres puntos de
tiempo, sin tratamiento con Reelina, tratamiento con Reelina y una grafica compuesta que
compara las dos.

La figura 21(D) es una grafica que muestra que no hay correlacién de las proporciones
1/CV2 y las proporciones de EPSCyvpa media (antes/después de Reelina) se reveld con base
en los registros a partir de nueve células (r =0.31; p = 0.4; prueba de Spearman).

La figura 22(A) es una transferencia Western que muestra que la sefializaciéon de

Reelina altera la expresion superficial y los niveles totales de las subunidades del receptor de
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glutamato. Las transferencias representativas muestran los niveles tanto superficiales como
totales de GIuR1, NR1, NR2A, y NR2B.

La figura 22(B) Resultados cuantitativos de las subunidades receptoras de glutamato
superficial reunidas a partir de 4 experimentos de transferencias Western. Comparadas con
los grupos simulados, ambas superficies GIuR1 y NR2A se aumentaron significativamente
GluR1, F(2,11) = 15.56, ***P < 0.001; NR2A, F(2,11) = 44.9, ***P < 0.001], y el nivel de NR2B
superficial se redujo significativamente [F (2.11) = 22.6, *** P <0.001] después del tratamiento
crénico con Reelina.

La figura 22(C) Resultados cuantitativos de los niveles totales de proteinas reunidos a
partir de 4 experimentos de transferencias Western. El tratamiento con Reelina aumento
significativamente los niveles de GluR1 total [F(2,11) =11.2, **P < 0.01], NR2A [F(2,14) = 9.75,
**Pp < 0.01], y disminuyé el nivel de NR2B total de [F (2.11) = 4.1, * P <0.05]. Por el contrario,
no se observaron niveles de NR1 ni totales ni superficiales (en B).

La figura 23(A) es una grafica que muestra los efectos de la Reelina sobre la densidad
de las espinas dendriticas. La Reelina se aplicé crénicamente a cultivos neuronales
hipocampicos primarios para examinar su efecto sobre la densidad de las espinas dendriticas.
Las espinas dendriticas en una neurona WT se muestran en una fotografia ampliada de una
dendrita primaria representativa.

La figura 23(B) es una imagen que muestra los efectos de la Reelina sobre la densidad
de las espinas dendriticas. La Reelina se aplicd crénicamente a cultivos neuronales
hipocdmpicos primarios para examinar su efecto sobre la densidad de las espinas dendriticas.
Las espinas dendriticas se redujeron en el HRM en comparacién con ratones WT, aunque
después del tratamiento con Reelina, se rescatd la densidad de las espinas. Las espinas
dendriticas se definieron como cualquier protrusién a partir de una dendrita primaria
excluyendo cualesquiera dendritas secundarias. Las espinas dendriticas se contaron y se
midieron cada 50 um de la dendrita. Existe un aumento significativo en las espinas en las
células tratadas con Reelina (n = 3) contra las células tratadas en simulado (n = 3).

La figura 23(C) es una imagen que muestra los efectos de la Reelina sobre la densidad
de las espinas dendriticas. La Reelina se aplicd crénicamente a cultivos neuronales
hipocdmpicos primarios para examinar su efecto sobre la densidad de las espinas dendriticas.
Las espinas dendriticas se redujeron en el HRM en comparacién con ratones WT, aunque
después del tratamiento con la Reelina, se rescatd la densidad de las espinas. Las espinas
dendriticas se definieron como cualquier protrusién a partir de una dendrita primaria
excluyendo cualesquiera dendritas secundarias. Las espinas dendriticas se contaron y se
midieron cada 50 um de la dendrita. Existe un significativo en las espinas en células tratadas
con Reelina (n = 3) contra las células tratadas en simulado (n = 3).

La figura 23(D) es una imagen que muestra los efectos de la Reelina sobre la densidad
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de las espinas dendriticas. La Reelina se aplicé crénicamente a cultivos neuronales
hipocampicos primarios para examinar su efecto sobre la densidad de las espinas dendriticas.
Las espinas dendriticas fueron muy escasas en ratones anestesiados con Reelina, aunque
después del tratamiento con la Reelina, se rescataron los déficits de la densidad de las
espinas. Las espinas dendriticas se definieron como cualquier protrusion a partir de una
dendrita primaria excluyendo cualesquiera dendritas secundarias. Las espinas dendriticas se
contaron y se midieron cada 50 um de la dendrita. Existe un aumento significativo en las
espinas en células tratadas con Reelina (n = 3) contra células tratadas en simulado (n = 3).

La figura 23(E) es una imagen que muestra los efectos de la Reelina sobre la densidad
de las espinas dendriticas. La Reelina se aplicd crénicamente a cultivos neuronales
hipocampicos primarios para examinar su efecto sobre la densidad de las espinas dendriticas.
Las espinas dendriticas son muy escasas en los ratones anestesiados con Reelina, aunque
después del tratamiento con la Reelina, se rescataron los déficits de la densidad de espinas.
Las espinas dendriticas se definieron como cualquier protrusion a partir de una dendrita
primaria excluyendo cualesquiera dendritas secundarias. Las espinas dendriticas se contaron y
se midieron cada 50 um de la dendrita. Existe un aumento significativo en las espinas en
células tratadas con Reelina (n = 3) contra células tratadas en simulado (n = 3).

La figura 23(F) es una imagen que muestra los efectos de la Reelina sobre la densidad
de las espinas dendriticas. La Reelina se aplicd crénicamente a cultivos neuronales
hipocampicos primarios para examinar su efecto sobre la densidad de las espinas dendriticas.
Las espinas dendriticas se cuantificaron utilizando un microscopio confocal. Las espinas
dendriticas se definieron como cualquier protrusién a partir de una dendrita primaria
excluyendo cualesquiera dendritas secundarias. Las espinas dendriticas se contaron y se
midieron cada 50 um de la dendrita. Existe un aumento significativo en las espinas en células
tratadas con Reelina (n = 3) contra células tratadas en simulado (n = 3).

La figura 24(A) es una transferencia que muestra que MMP-9 modula el
procesamiento de la Reelina. La capacidad de MMP-9 (activo; Calbiochem, PF140) para
afectar el procesamiento de la Reelina se determind al hacer reaccionar la Reelina (50 nM)
con diferentes concentraciones de MMP -9 (1-4 ug/ml) en PBS a 37°C durante 3 horas. Se
incluyé EDTA (10 mM) como un control negativo, ya que bloqueo la actividad de MMP9. Las
transferencias Western se ejecutaron en 1:10 de la reaccion y se soldaron con anti-Reelina
(G10).

La figura 24(B) es una transferencia que muestra que MMP-9 modula el
procesamiento de la Reelina. La capacidad de MMP-9 (250 nM) para afectar el procesamiento
de la Reelina en neuronas corticales primarias se determind después de 24 horas en proteinas
extraidas del sobrenadante. Los extractos proteinicos celulares se sometieron a analisis

Western y deteccién con G10.
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La figura 24(C) es una transferencia que muestra que MMP-9 modula el
procesamiento de la Reelina. La capacidad de MMP-9 (250 nM) para afectar el procesamiento
de la Reelina en neuronas corticales primarias se determind después de 24 horas en proteinas
extraidas del sobrenadante. Los extractos proteinicos de sobrenadantes se sometieron a
analisis Western y deteccién con G10.

La figura 24(D) es una transferencia que muestra que MMP-9 modula el
procesamiento de la Reelina. La capacidad del inhibidor de MMP-9 (25 nM; Calbiochem
444278) para afectar el procesamiento de la Reelina en neuronas corticales primarias se
determind después de 24 horas en la proteina extraida del sobrenadante. Los extractos
proteinicos celulares se sometieron a analisis Western y deteccion con G10.

La figura 24(E) es una transferencia que muestra que MMP-9 modula procesamiento
de la Reelina. La capacidad del inhibidor de MMP-9 (25 nM; Calbiochem 444278) para afectar
el procesamiento de la Reelina en neuronas corticales primarias se determind después de 24
horas en la proteina extraida del sobrenadante. Los extractos proteinicos del sobrenadante se
sometieron a analisis Western y deteccién con G10.

La figura 25 es una transferencia que muestra los efectos de la Reelina sobre la
densidad de las espinas dendriticas. La Reelina se aplicé crénicamente a cultivos neuronales
hipocampicos primarios para examinar su efecto sobre la densidad de las espinas dendriticas.
Se determinaron los niveles de la Reelina en cultivo mediante una Transferencia Western. Las
muestras se extrajeron del cultivo a las 0, 6, 12, 24, 48, 72, y 96 horas para determinar los
niveles de la degradacion de la Reelina in vitro. La ultima columna de la Reelina representa lo
natural en la concentracion administrada al cultivo. La Reelina estuvo presente hasta 96 horas
después de la introduccién al cultivo y la degradacidn no inicié hasta las 72 horas.

La figura 26(A) es una gréafica que muestra que la suplementacién con Reelina puede
mejorar del aprendizaje asociativo y el aprendizaje espacial. A ratones tipo silvestre se les
administré ya sea 5 nM de RAP o 5 nM de Reelina mediante inyeccion bilateral en los
ventriculos 3 horas antes de recibir acondicionamiento por temor. 24 horas después del
entrenamiento, los ratones se colocaron en el contexto y la congelacion medida. Se encontré
que el RAP inhibe el aprendizaje y la memoria mientras que la Reelina condujo a una mejora
(RAP n =9, sin choque n =5, sin tratamiento n = 7, Reelina n = 5; p> 0.05).

La figura 26(B) es una grafica que muestra que la suplementacion de Reelina puede
mejorar el aprendizaje asociativo y el aprendizaje espacial. Se entrenaron ratones tipo
silvestre para encontrar una plataforma escondida a través del laberinto Morris Water. A los
ratones se les administrd una sola inyeccion de ya se 5 nM de Reelina (circulo rojo, n = 4) o
vehiculo (circulo vacio, n = 6). En el dia 5, se proporciond una prueba con sonda, luego los
ratones se entrenaron para encontrar una nueva ubicacion de la plataforma en el dia 6. A los

ratones se les administré una sola inyeccion de ya sea 5 nM de Reelina (n = 4) o vehiculo (n =
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6).

La figura 26(C) es una grafica que muestra que la suplementacion de Reelina puede
mejorar el aprendizaje asociativo y el aprendizaje espacial. Se entrenaron ratones tipo
silvestre para encontrar una plataforma escondida a través del Morris Water. A los ratones se
les administré una sola inyeccién de ya sea 5 nM Reelina (circulo rojo, n = 4) o vehiculo
(circulo vacio, n = 6). Examen de latencias a partir de ensayos individuales en el dia 1. (* = p>
0.05). A los ratones se les administré una sola inyeccion de ya sea 5 nM de Reelina (n=4) o
vehiculo (n =6).

La figura 27(A) es una transferencia que muestra que el acondicionamiento por temor
contextual altera los niveles de Reelina. Se entrenaron ratones tipo silvestre con un protocolo
de acondicionamiento de miedo contextual (CFC) con 3-choques. Los ratones sin choque (CS)
se utilizaron como un control negativo y se sometieron a choques, los ratones expuestos al
contexto (CS/US) tuvieron su hipocampo retirado a los 1, 5, 15, 30, y 180 minutos después del
entrenamiento, asi como 18 horas después de entrenamiento n = 4, punto de tiempo). La
Reelina se detecté en homogenados hipocdmpicos utilizando anti-Reelina (G10).

La figura 27(B) es una grafica que muestra que el acondicionamiento con miedo
contextual altera los niveles Reelina. Se entrenaron ratones tipo silvestre con un protocolo de
acondicionamiento con miedo contextual (CFC), con 3 choque. Los ratones sin choques (CS) se
utilizaron como control negativo y se sometieron a choques, los ratones expuestos de
contexto (CS/US) tuvieron su hipocampo retirado a 1, 5, 15, 30, y 180 minutos después del
entrenamiento, asi como 8 horas después de entrenamiento (n = 4, punto de tiempo). Se
cuantificaron los niveles de Reelina de la Reelina de longitud total. Los asteriscos denotan la
significancia estadistica después de una prueba t bilateral, donde p <0.5.

La figura 28(A) es una transferencia que muestra que la sefializacién de Reelina se
altera en modelos de ratéon con AD. Las transferencias Western de cdrtices aislados
provenientes de Tg2576 (SweAPP), PS1-FAD (M146L) y 2X (SweAPP x M146L), tipo silvestre de
14 meses de edad, se sometieron a analisis (n = 4). No se detectaron diferencias significativas
en los productos de Reelina 450, 190 y 180 kDa en Tg2576 contra el tipo silvestre, aunque las
especies N-terminales no identificadas reconocidas por G10 se elevaron significativamente en
ratones Tg2576 y 2X. Por el contrario, los productos de Reelina 450 y 180 kDa se elevaron
significativamente en ratones PS1-FAD y 2X (p <0.05).

La figura 28(B) es una transferencia que muestra que la sefializacién de Reelina se
altera en modelos de ratéon con AD. Las transferencias Western de cortices aislados
provenientes de PS1-FAD (M146L) y 2X (SweAPP x M146L), tipo silvestre de 14 meses de
edad, se sometieron a andlisis (n = 4). Existieron reducciones significativas en ratones Dab1-
pTyr220y Tg2576, y elevaciones significativas en ratones tanto PS1-FAD como 2X.

La figura 28(C) es una grafica que muestra que la sefalizacion de Reelina se altera en
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modelos de raton con AD. La aplicacién de Reelina (5 nM) antes de la estimulacién fue capaz
de rescatar déficits en la LTP estimulada con HFS en ratones del drea CA1 de Tg2576.

La figura 29(A) es una imagen que muestra que la sefializacién de Reelina se altera en
modelos de ratén AD. Se empled la estrategia de 3 epitopes para mapear el procesamiento de
Reelina in vivo en secciones horizontales de Tg2576 de 14 meses de edad. Fragmentos de
Reelina detectados con Reelina-CT (G-20) que contienen R7-8, secuestrados en el nucleo de
una placa de nucleo denso detectada con 6E10 (anti-AB).

La figura 29(B) es una imagen que muestra que la sefializacién de Reelina se altera en
modelos de ratén AD. Se empled la estrategia de 3 epitopes para mapear el procesamiento de
Reelina in vivo en secciones horizontales de Tg2576 de 14 meses de edad. Fragmentos de
Reelina detectados con Reelina-NT que contienen N-R2, secuestrados en el nucleo de una
placa de nucleo denso detectada con 6E10 (anti-Ap).

La figura 29(C) es una imagen que muestra que la sefializacion de Reelina se altera en
modelos de ratén con AD. Se empled la estrategia de 3 epitopes para mapear el
procesamiento de Reelina in vivo en secciones horizontales de Tg2576 de 14 meses de edad.
Fragmentos de Reelina detectados con Reelin-MT (AF3820) que contienen R3-6, secuestrados
en el nucleo de una placa de nucleo denso detectada con 6E10 (anti-ApB).

La figura 29(D) es una imagen que muestra la sefializacion de Reelina se altera en los
modelos de ratén con AD. La imagen de inmunofluorescencia de las antiguas secciones
horizontales Tg2576 de 14 meses para Reelin-CT (G20) y MT (AF3820) se combinaron
secuestrados en el nucleo de una placa de nucleo denso detectada con 6E10 (anti-AB).

La figura 29(E) es una imagen que muestra la que sefializacion de Reelina se altera en
modelos de ratén con AD. La imagen de inmunofluorescencia de Tg2576 de 14-meses de
edad, aumentada, muestra los fragmentos de Reelin-NT (N-R2) que circundan el nucleo de la
placa en el modelo de ratdn Tg2576. Barra de escala = 15 m.

La figura 30 induccién de la LTP utilizando un estandar de 2 series, se administrd HFS a
100 Hz a los cortes hipocampicos provenientes de ratones Tg2576 de 12 meses de edad. Un
conjunto de cortes se inundd con 5 nM de Reelina. Los cortes tratados con Reelina mostraron
un aumento de la induccion de la LTP al de los niveles tipo silvestre.

La figura 31 es una grafica que muestra que el tratamiento con Reelina ejerce la
recuperacion funcional en TBI crénica. Pruebas de oscilacion corporal elevada que indican la
desviacién de oscilacidon para los valores iniciales después de una lesidn cerebral traumatica
con un impactador cortical, que se mitigd con Reelina.

La figura 32 es una grafica que muestra que el tratamiento con Reelina ejerce la
recuperacién funcional en TBI crdnica. Acinesia de extremidades que indica la pérdida de
movimientos voluntarios para los valores iniciales después de una lesiéon cerebral traumatica

con un impactador cortical, que se mitigd con Reelina.

23



La figura 33 es una grafica que muestra que el tratamiento con Reelina ejerce una
recuperacion funcional en la TBI crénica. Agarre con las patas que indica la pérdida de fuerza
de las extremidades para valores iniciales después de una lesidn cerebral traumatica con un
impactador cortical.

La figura 34 es una ilustracion de algunas estructuras utilizadas en SA2 y SA3 y los sitios
de segmentacién de Reelina. MMP-9 puede segmentarse entre las regiones 2 y 3, aunque
también se ha mostrado que se segmenta en la regidon 7 durante las reacciones in vitro
Unicamente. tPA puede segmentarse entre las regiones 6 y 7. Las estructuras propuestas
estan constituidas sin el sitio de unidn al MMP-9 in vitro con marcas terminales tanto C como
Cy. NLR-Res = resistente a la segmentacion con Reelina; RIn-Lab = Reelina labil.

La figura 35(A) es una transferencia que muestra el tPA modula el procesamiento de
Reelina. La capacidad de tPA/plasminégeno para afectar el procesamiento de Reelina se
determind al hacer reaccionar la Reelina (50 nM) con el tPA (60 ug/ml), plasmindgeno inactivo
(18 ug/ml), tPA y plasmindgeno, y plasmina (activa, 0.5 U/ml) en PBS durante 45 minutos a
37°C. Las reacciones se ejecutaron en Western (a 1:10) y sonda con anti-Reelina (G10, un
anticuerpo de reconocimiento N-R2) y anti-Reelina (Ab14, un anticuerpo de reconocimiento
R7-8).

La figura 35(B) es una transferencia que muestra que tPA modula el procesamiento de
Reelina. La capacidad de tPA para afectar el metabolismo de Reelina en neuronas corticales
primarias se determind al incubar células en el sobrenadante recién preparado durante 24
horas con 70 nM tPA. Los extractos de proteinas celulares se sometieron a analisis Western y
deteccion con G10.

La figura 35(C) es una transferencia que muestra que tPA modula el procesamiento de
Reelina. La capacidad de tPA para afectar el metabolismo de Reelina en neuronas corticales
primarias se determind al incubar células en el sobrenadante recién preparado durante 24
horas con 70 nM tPA. Los extractos de proteinas sobrenadantes se sometieron a analisis de
Western y deteccion con G10.

La figura 36(A) es una ilustracién de mapeo con tres epitopes. La Reelina consiste en
una region N-terminal seguida por el dominio electrostatico CR-50 (gris claro), un dominio F-
espondina (H), y 8 repeticiones consecutivas similares a EGF. Se muestran diversos
anticuerpos, inyectando la region epitépica de la estructura de Reelina para el anticuerpo
respectivo.

La figura 36(B) es una ilustracion de mapeo con tres epitopes. Anticuerpos que
reconocen distintamente las regiones N-R2, R3-R6, y R7-R8 de Reelina que se pueden utilizar
para determinar la distribucion de la Reelina de longitud total y sus fragmentos principales.

La figura 37 es una grafica que muestra el efecto de la RAP sobre la Reelina y la

expresion ApoER2. La expresion de ApoER2 disminuida esta vinculada con la aplicaciéon de
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GST-RAP (proteina receptora asociada, que se une a todos los receptores de lipoproteina) en
el hipocampo, la corteza prefrontal, y la corteza parietal.

La figura 38(A) es una transferencia que muestra que la aplicacién de hR3-6 aumenta
la expresion de ApoER2 en cultivos neuronales primarios. Neuronas (E17, DIV8) tratadas con
hR3-6 durante 1 h y soldadas con el anticuerpo 3326 que reconoce ApoER2. N = 3-4,

La figura 38(B) es una grafica que muestra que la aplicacién de hR3-6 aumenta la
expresion de ApoER2 en cultivos neuronales primarios. Los niveles de ApoER2 se
normalizaron a actina y se cuantificaron a partir de la transferencia de Western.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En el sentido como se utiliza en la presente, las formas singulares “uno”, “un” y “el”
incluyen referencias al plural a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. De esta
forma, por ejemplo, la referencia a “un polipéptido” incluye una mezcla de dos o mas
polipéptidos y lo semejante.

En el sentido como se utiliza en la presente, “aproximadamente” significa
aproximadamente o casi y en el contexto de un valor numérico o variacion establecida
significa + 15% del valor numérico.

En el sentido como se utiliza en la presente, “administracion” o “administrar” se utiliza
para describir el proceso en el cual los compuestos de la presente invencion, solos o en
combinacién con otros compuestos, se suministran a un paciente. La composicion se puede
administrar en diversas formas, entre las que se incluyen oral, parenteral (con referencia a
intravenosa e intraarterial y otras rutas parenterales adecuadas), intratecal, intramuscular,
subcutanea, coldnica, rectal, y nasalmente, entre otras. Cada una de estas condiciones se
puede tratar facilmente utilizando otras rutas de administracion de los compuestos de la
presente invencidon para tratar una enfermedad o condicién. La dosificacién de los
compuestos y composiciones de la presente invencion para obtener un efecto terapéutico o
profilactico se determina por las circunstancias del paciente, como se sabe en la técnica. La
dosificaciéon de un paciente en la presente se puede llevar a cabo a través de dosis individuales
0 unitarias de los compuestos o composiciones de la presente o mediante una dosis
combinada o preenvasada o pre-formulada de uno de los compuestos o composiciones. Un
raton de 40 g promedio tuvo un cerebro que pesé 0.416 g, y un ratéon de 160 g tuvo un
cerebro que pesd 1.02 g, un de ratén 250 g tuvo un cerebro que pesé 1.802 g. Un cerebro
humano promedio pesa 1508 g, que se puede utilizar para indicar la cantidad del terapéutico
necesario o Util para llevar a cabo el tratamiento descrito en la presente.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden formular de
acuerdo con métodos conocidos para preparar composiciones farmacéuticamente utiles.
Ademas, en el sentido como se utiliza en la presente, la frase “portador farmacéuticamente

aceptable” significa cualquiera de los portadores farmacéuticamente aceptables estandar. El
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portador farmacéuticamente aceptable puede incluir diluyentes, adyuvantes y vehiculos, asi
como portadores de implantes, y materiales de relleno sdlidos o liquidos, no téxicos, inertes,
diluyentes o material de encapsulacién que no reaccione con los ingredientes activos de la
invencién. Los ejemplos incluyen, de manera enunciativa, solucién salina amortiguada con
fosfato, solucion salina fisioldgica, agua y emulsiones, tales como emulsiones aceite/agua. El
portador puede ser un medio del solvente o dispersante que contenga, por ejemplo, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido, y lo semejante), mezclas
adecuadas de los mismos, y aceites vegetales. Las formulaciones se describen en una serie de
fuentes que son bien conocidas y estan disponibles facilmente para aquellos expertos en la
técnica. Por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences (Martin EW [1995] Easton
Pennsylvania, Mack Publishing Company, 19°* ed.) Describe formulaciones que se pueden
utilizar junto con la invencion expuesta.

En el sentido como se utiliza en la presente “animal” significa un organismo
multicelular, eucariota clasificado en el reino de Animalia o Metazoa. El término incluye, de
manera enunciativa, mamiferos. Los ejemplos no limitantes incluyen roedores, mamiferos
acuaticos, animales domésticos tales como perros y gatos, animales de granja tales como
ovejas, cerdos, vacas y caballos, y seres humanos. En donde se utiliza en los términos “animal”
o “mamifero” o sus plurales, se contempla que también se aplica a cualesquiera animales.

En el sentido como se utiliza en la presente, la frase “sustitucion conservadora” se
refiere a una sustitucion de aminoacidos con otros aminoacidos que tengan propiedades
similares (por ejemplo, acidas, basicas, cargadas positiva o negativamente, polares o no
polares). La siguiente Tabla 1 contiene los aminoacidos que son sustituciones conservadoras
entre si.

La Tabla 1 muestra los aminodcidos, con base en la categoria de grupos funcionales,
indicativos de sustituciones conservadoras. El coédigo triplete redundante que codifica para

cada aminoacido se muestra como referencia.

Categoria Aminoacido | Aminoacido Categoria Aminoacido | Aminoacido

de 3letras | de 1 letra de 3 letras de 1 letra
No polar, Gly G Polar, Ser S
alifatico Ala A alifatico Thr T

Val Vv Cys C

Leu L Pro P

Met M Asn N

lle I GIn Q
Aromatico Phe F Carga Lys K

Tyr Y positiva His H

Trp W Arg R
Carga Asp D
negativa Glu E
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En el sentido como se utiliza en la presente “mutacién conservadora”, se refiere a una

sustituciéon de un nucleétido por uno que no dé por resultado en la alteraciéon de la

codificaciéon para un aminoacido, es decir, un cambio a una secuencia redundante en los

codones degenerados, o una sustitucion que de por resultado en una sustitucidn

conservadora. Un ejemplo de redundancia de codones se muestra en la Tabla 2.

La Tabla 2 muestra el cddigo triplete redundante y los aminoacidos codificados

correspondientes.

u uuu Phe UCu Ser UAU Tyr uGuU Cys
uucC Phe uccC Ser UAC Tyr uGC Cys
UUA Leu UCA Ser UAA END UGA END
uuG Leu UCG Ser UAG END UGG Trp
C Cuu Leu CCu Pro CAU His CGU Arg
CucC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg
CUA Leu CCA Pro CAA GIn CGA Arg
CUG Leu CCG Pro CAG GIn CGG Arg
A AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser
AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser
AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg
AUG Met ACG The AAG Lys AGG Arg
G GUU Val GCuU Ala GAU Asp GGU Gly
GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly
GUG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly
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De esta forma, las mutaciones conservadoras al codén UUA incluyen UUG, CUU, CUC,
CUA, y CUG.

En el sentido como se utiliza en la presente la frase “estructura formada a partir de
repeticiones fragmentarias de Reelina” se refiere a una proteina artificial generada a partir de
fragmentos obtenidos a partir de la combinacién de regiones de repeticion de Reelina. Como
se observa en la especificacidn, la Reelina de longitud total estd comprendida de regiones de
ADN o aminoacidos (para la proteina) que se denominan repeticiones, tales como las regiones
R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, y R8 como se observa en la secuencia de aminoacidos de la figura 3
y el parrafo [0061]. Las regiones de asa estan ubicadas entre estas regiones de repeticion, que
se utilizan para unir dos regiones de repeticion.

En el sentido como se utiliza en la presente “regién de asa” significa una seccion de
una secuencia de acido nucleico de Reelina que corresponde a una estructura de asa de ARN,
y que esta colocada entre dos regiones de repeticion, y une las dos regiones de repeticion. El
término “regidn de repeticion” significa una seccion de una secuencia de acido nucleico de
Reelina que forma una unidad recurrente fundamental. Las “regiones de repeticion”
especificas se describen a todo lo largo de la especificaciéon. En modalidades especificas, la
“regidn de asa” es una estructura formada mediante una sola cadena de acido nucleico que
tenga regiones complementarias que flanquean una regidon de nucledtidos de cadena
individual particular que se hibridan de tal forma que una sola region de nucledtidos
encadenados entre las regiones complementarias se excluya de la formacion duplex o
apareamiento de bases Watson-Crick.

En el sentido como se utiliza en la presente, el término “paciente” se debe entender
que incluye un animal, en especial un mamifero, y de manera mas especial un ser humano
que esté recibiendo o esté destinado a recibir tratamiento.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” en el sentido como se utiliza en la
presente, significa aquella cantidad de un compuesto activo o un agente farmacéutico que
produzca la respuesta biolégica o medicinal en un tejido, sistema, animal o humano que se
busca por un investigador, veterinario, doctor en medicina u otro clinico. Con referencia a una
enfermedad neurodegenerativa o ataque neuroldgico, una cantidad efectiva comprende una
cantidad suficiente para evitar una degeneracién neuronal adicional o dafio, para reducir los
sintomas de la enfermedad neurodegenerativa o ataque neuroldgico, o para mejorar la
densidad de las dendritas. En algunas modalidades, una cantidad efectiva es una cantidad
suficiente para retrasar el desarrollo de una enfermedad neurodegenerativa. En algunas
modalidades, una cantidad efectiva es una cantidad suficiente para prevenir o retrasar la
presencia y/o recurrencia de una enfermedad neurodegenerativa. Una cantidad efectiva se
puede administrar en una o mas dosis por separado en 2 o mas semanas dependiendo de la

necesidad o la velocidad individual del metabolismo de la Reelina.
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En el sentido como se utiliza en la presente, “corregir” se refiere a la resolucién de la
enfermedad neurodegenerativa subyacente o dafio. Por ejemplo, corregir la enfermedad de
Alzheimer se refiere a la interrupcidon de muerte neuronal.

En el sentido como se utiliza en la presente, “tratamiento” o “tratar” se refiere a
obtener resultados clinicos benéficos o deseados. Los resultados clinicos benéficos o deseados
incluyen, de manera enunciativa, cualquiera de uno o mas de: alivio de uno o mas sintomas,
disminucion del grado de la enfermedad o dafio neurodegenerativo a partir de un ataque
neuroldgico, estabilizacion (es decir, sin empeoramiento) del estado de la enfermedad
neurodegenerativa o ataque neurolégico, prevenir o retrasar la presencia o recurrencia de la
enfermedad neurodegenerativa o ataque neuroldgico, retrasar o disminuir el progreso de la
enfermedad y el alivio del estado de enfermedad. Los métodos de la invencién contemplan
cualquiera de uno o mas de estos aspectos del tratamiento.

|II

En el sentido como se utiliza en la presente, “ataque neuronal” significa un dafio al
tejido neuronal producido mediante una lesion fisica repentina resultante de alguna condicion
o condiciones externas. Los ejemplos no limitantes de estas condiciones externas incluyen
violencia o accidente, una fractura, golpe o procedimiento quirurgico.

Un componente “farmacéuticamente aceptable” es uno que sea adecuado para
utilizarse con seres humanos y/o animales sin efectos secundarios adversos indebidos (tales
como toxicidad, irritacion, y respuesta alérgica) de acuerdo con una proporcidn razonable de
beneficio/riesgo.

En el sentido como se utiliza en la presente, “cantidad segura y efectiva” se refiere a la
cantidad de un componente que sea suficiente para proporcionar una respuesta terapéutica
deseada sin efectos secundarios adversos indebidos (tales como toxicidad, irritacion o
respuesta alérgica) de acuerdo con una proporcion razonable de beneficio/riesgo cuando se
utiliza en la forma de esta invencion.

Un “portador farmacéuticamente aceptable” es un portador, tal como un solvente,
agente de suspension o vehiculo, para suministrar el compuesto o los compuestos en cuestion
al animal o ser humanao. El portador puede ser liquido o sdélido y se selecciona con la forma de
administraciéon planeada en mente. En el sentido como se utiliza en la presente, “portador
farmacéuticamente aceptable” incluye cualesquiera y todos los solventes, medios de
dispersion, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antimicdticos,
agentes isotdnicos y para retrasar la absorcién, tampones, soluciones portadoras,
suspensiones, coloides, y lo semejante. El uso de estos medios y agentes para sustancias
farmacéuticas activas es bien conocido en este la técnica. Salvo que cualesquiera medios o
agente convencionales sean compatibles con el ingrediente activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas.

Los compuestos de la invencidn expuesta se pueden formular como composiciones
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farmacéuticas y se administran a un paciente, tal como un paciente humano, en una variedad
de formas adaptadas a la ruta de administracion seleccionada, por ejemplo, oral o
intraperitonealmente, tal como intravenosa o intraarterialmente, o las rutas intracerebrales.

El compuesto activo también se puede administrar intracerebral o
intraperitonealmente, tal como intravenosa o intraarterialmente, mediante infusion o
inyeccidn. Las soluciones del compuesto activo o sus sales se pueden preparar en agua u otro
solvente adecuado, se pueden mezclar opcionalmente con un tensioactivo no téxico. Las
dispersiones también se pueden preparar en glicerol, polietilenglicoles liquidos, triacetina, y
mezclas de los mismos y en aceites. Bajo condiciones normales de almacenamiento y uso,
estas preparaciones contienen un conservador para evitar el crecimiento de
microorganismos.

Las formas de dosificacién farmacéuticas adecuadas para inyeccion o infusion pueden
incluir soluciones o dispersiones acuosas estériles o polvos estériles que comprendan el
ingrediente activo que se adaptaran para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables o infusibles estériles. En todas las clases, la forma de dosificacién
ultima debe ser estéril, fluida y estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento.
El portador o vehiculo liquido puede ser un solvente o medio de dispersién liquida que
comprenda, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicoles liquidos, y lo semejante), aceites vegetales, ésteres de glicerilo no tdxicos, y
mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada se puede mantener mediante el
mantenimiento del tamafno de particula requerido en el caso de las dispersiones o mediante
el uso de tensioactivos. En muchos casos, puede ser preferible incluir agentes isotdnicos, por
ejemplo, azucares, tampones o cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las
composiciones inyectables se puede producir mediante el uso en las composiciones de
agentes para retrasar la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan al incorporar el compuesto activo en la
cantidad requerida en el solvente adecuado con diversos de los otros ingredientes
enumerados anteriormente, segln se requiera, seguido por esterilizacion en filtro. En el caso
de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos de
preparacién preferidos son secado al vacio y las técnicas de liofilizacidn, que proporcionan un
polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional que presente las
soluciones filtradas estériles previamente.

Los portadores sdlidos utiles incluyen sdlidos divididos finamente tales como talco,
arcilla, celulosa microcristalina, silice, alimina y lo semejante. Los portadores liquidos utiles
incluyen agua, alcoholes o glicoles o combinaciones de agua-alcohol/glicol, en las cuales se
puedan disolver o dispersar los compuestos de la presente a los niveles efectivos,

opcionalmente con ayuda de tensioactivos no toxicos.
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Las dosificaciones utiles de los compuestos de la invencidon expuesta se pueden
determinar al comparar su actividad in vitro, y su actividad in vivo en modelos animales. Los
métodos para la extrapolacién de dosificaciones efectivas en ratones, y otros animales, a
seres humanos se conocen la técnica (patente de los Estados Unidos No. 4,938,949 (Borch et
al.)).

Por consiguiente, la invencidn incluye una composicidon farmacéutica que comprende
un compuesto de la invencién expuesta como se describido anteriormente, con o sin un
portador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas adaptadas para
administracion intraventricular, intracerebral, o parenteral, que comprenden una cantidad de
uno o mas compuestos efectivos para tratar una enfermedad neurodegenerativa o ataque
neuroldgico, son una modalidad preferida de la invencion.

Ejemplo 1

Se formaron fragmentos recombinantes de Reelina utilizando una secuencia humana
de Reelina de longitud total (Gene ID: 5649, Nat’l Center for Biotechnology Information, U.S.
Nat’l Library of Medicine, Bethesda, MD; Human Gene Nomenclature Committee,
Cambridgeshire, UK, HGNC:HGNC:9957) para determinar las regiones especificas de
repeticiones. Los fragmentos se produjeron comercialmente y se secuenciaron a la llegada,
antes de la construccion de estructuras y produccion de proteinas.

Reelina humana, de longitud total (SEQ ID No. 1)
CACGCGTGGGCTCGGCGGGGGCCCGCTCCCAGGCCCGCTCCCGAGCCCGTTCCGLCTCCCGTCCGCCT
TCTTCTCGCCTTCTCTCCGCGTGGCTCCTCCGTCCCGGCGTCTCCAAAACTGAATGAGCGAGCGGCGC
GTAGGGCGSCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCATGGAGCGCAGTGGCTGGGCCCGG
CAGACTTTCCTCCTAGCGCTGTTGCTGGGGGCGACGCTGAGGGCGCGCGCGGCGGCTGGCTATTACC
CCCGCTTTTCGCCCTTCTTTTTCCTGTGCACCCACCACGGGGAGCTGGAAGGGGATGGGGAGCAGGG
CGAGGTGCTCATTTCCCTGCATATTGCGGGCAACCCCACCTACTACGTTCCGGGACAAGAATACCATG
TGACAATTTCAACAAGCACCTTTTTTGACGGCTTGCTGGTGACAGGACTATACACATCTACAAGTGTTC
AGGCATCACAGAGCATTGGAGGTTCCAGTGCTTTCGGATTTGGGATCATGTCTGACCACCAGTTTGGT
AACCAGTTTATGTGCAGTGTGGTAGCCTCTCACGTGAGTCACCTGCCCACAACCAACCTCAGTTTCATC
TGGATTGCTCCACCTGCGGGCACAGGCTGTGTGAATTTCATGGCTACAGCAACACACCGGGGCCAGG
TTATTTTCAAAGATGCTTTAGCCCAGCAGTTGTGTGAACAAGGAGCTCCAACAGATGTCACTGTGCAC
CCACATCTAGCTGAAATACATAGTGACAGCATTATCCTGAGAGATGACTTTGACTCCTACCACCAACT
GCAATTAAATCCAAATATATGGGTTGAATGTAACAACTGTGAGACTGGAGAACAGTGTGGCGCGATT
ATGCATGGCAATGCCGTCACCTTCTGTGAACCATATGGCCCACGAGAACTGATTACCACAGGCCTTAA
TACAACAACAGCTTCTGTCCTCCAATTTTCCATTGGGTCAGGTTCATGTCGCTTTAGTTATTCAGACCCC
AGCATCATCGTGTTATATGCCAAGAATAACTCTGCGGACTGGATTCAGCTAGAGAAAATTAGAGCCC
CTTCCAATGTCAGCACAATCATCCATATCCTCTACCTTCCTGAGGACGCCAAAGGGGAGAATGTCCAA
TTTCAGTGGAAGCAGGAAAATCTTCGTGTAGGTGAAGTGTATGAAGCCTGCTGGGCCTTAGATAACA
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TCTTGATCATCAATTCAGCTCACAGACAAGTCGTTTTAGAAGATAGTCTCGACCCAGTGGACACAGGC
AACTGGCTTTTCTTCCCAGGAGCTACAGTTAAGCATAGCTGTCAGTCAGATGGGAACTCCATTTATTTC
CATGGAAATGAAGGCAGCGAGTTCAATTTTGCCACCACCAGGGATGTAGATCTTTCCACAGAAGATA
TTCAAGAGCAATGGTCAGAAGAATTTGAGAGCCAGCCTACAGGATGGGATGTCTTGGGAGCTGTCAT
TGGTACAGAATGTGGAACGATAGAATCAGGCTTATCAATGGTCTTCCTCAAAGATGGAGAGAGGAA
ATTATGCACTCCATCCATGGACACTACCGGTTATGGGAACCTGAGGTTTTACTTTGTGATGGGAGGAA
TTTGTGACCCTGGAAATTCTCATGAAAATGACATAATCCTGTATGCAAAAATTGAAGGAAGAAAAGA
GCATATAACACTGGATACCCTTTCCTATTCCTCATATAAGGTTCCGTCTTTGGTTTCTGTGGTCATCAAT
CCTGAACTTCAGACTCCTGCTACCAAATTTTGTCTCAGGCAAAAGAACCATCAAGGACATAATAGGAA
TGTCTGGGCTGTAGACTTTTTCCATGTCTTGCCTGTTCTCCCTTCTACAATGTCTCACATGATACAGTTT
TCCATCAATCTGGGATGTGGAACGCATCAGCCTGGTAACAGTGTCAGCTTGGAATTTTCTACCAACCA
TGGGCGCTCCTGGTCCCTCCTTCACACTGAATGCTTACCTGAGATCTGTGCTGGACCCCACCTCCCCCA
CAGCACTGTCTACTCCTCTGAAAACTACAGTGGGTGGAACCGAATAACAATTCCCCTTCCTAACGCAG
CACTAACCCGGAACACCAGGATTCGCTGGAGACAAACAGGACCAATCCTTGGAAACATGTGGGCAAT
TGATAATGTTTATATTGGCCCGTCATGTCTCAAATTCTGTTCTGGCAGAGGACAGTGCACTAGACATG
GTTGCAAGTGTGACCCTGGATTTTCTGGCCCAGCTTGTGAGATGGCATCCCAGACATTCCCAATGTTT
ATTTCTGAAAGCTTTGGCAGTTCCAGGCTCTCCTCTTACCATAACTTTTACTCTATCCGTGGTGCTGAA
GTCAGCTTTGGTTGTGGTGTCTTGGCCAGTGGTAAGGCCCTGGTTTTCAACAAAGAAGGGCGGCGTC
AGCTAATTACATCTTTCCTTGACAGCTCACAATCCAGGTTTCTCCAGTTCACACTGAGACTGGGGAGC
AAATCTGTTCTGAGCACGTGCAGAGCCCCTGATCAGCCTGGTGAAGGAGTTTTGCTGCATTATTCTTA
TGATAATGGGATAACTTGGAAACTCCTGGAGCATTATTCATATCTCAGCTATCATGAGCCCAGAATAA
TCTCCGTAGAACTACCAGGTGATGCAAAGCAGTTTGGAATTCAGTTCAGATGGTGGCAACCGTATCAT
TCTTCCCAGAGAGAAGATGTATGGGCTATTGATGAGATTATCATGACATCTGTGCTTTTCAACAGCAT
TAGTCTTGACTTTACCAATCTTGTGGAGGTCACTCAGTCTCTGGGATTCTACCTTGGAAATGTTCAGCC
ATACTGTGGCCACGACTGGACCCTTTGTTTTACAGGAGATTCTAAACTTGCCTCAAGTATGCGCTATGT
GGAAACACAATCAATGCAGATAGGAGCATCCTATATGATTCAGTTCAGTTTGGTGATGGGATGTGGC
CAGAAATACACCCCACACATGGACAACCAGGTGAAGCTGGAGTACTCAACCAACCACGGCCTTACCT
GGCACCTCGTCCAAGAAGAATGCCTTCCAAGTATGCCAAGTTGTCAGGAATTTACATCAGCAAGTATT
TACCATGCCAGTGAGTTTACACAGTGGAGGAGAGTCATAGTGCTTCTTCCCCAGAAAACTTGGTCCAG
TGCTACCCGTTTCCGCTGGAGCCAGAGCTATTACACAGCTCAAGACGAGTGGGCTTTGGACAGCATTT
ACATTGGGCAGCAGTGCCCCAACATGTGCAGTGGGCATGGCTCATGCGATCATGGCATATGCAGGTG
TGACCAGGGGTACCAAGGCACTGAATGCCACCCAGAAGCTGCCCTTCCGTCCACAATTATGTCAGATT
TTGAGAACCAGAATGGCTGGGAGTCTGACTGGCAAGAAGTTATTGGGGGAGAAATTGTAAAACCAG
AACAAGGGTGTGGTGTCATCTCTTCTGGATCATCTCTGTACTTCAGCAAGGCTGGGAAAAGACAGCT
GGTGAGTTGGGACCTGGATACTTCTTGGGTGGACTTTGTCCAGTTCTACATCCAGATAGGCGGAGAG
AGTGCTTCATGCAACAAGCCTGACAGCAGAGAGGAGGGCGTCCTCCTTCAGTACAGCAACAATGGG
GGCATCCAGTGGCACCTGCTAGCAGAGATGTACTTTTCAGACTTCAGCAAACCCAGATTTGTCTATCT
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GGAGCTTCCAGCTGCTGCCAAGACCCCTTGCACCAGGTTCCGCTGGTGGCAGCCCGTGTTCTCAGGG
GAGGACTATGACCAGTGGGCAGTCGATGACATCATCATTCTGTCCGAGAAGCAGAAGCAGATCATCC
CAGTTATCAATCCAACTTTACCTCAGAACTTTTATGAGAAGCCAGCTTTTGATTACCCTATGAATCAGA
TGAGTGTGTGGTTGATGTTGGCTAATGAAGGAATGGTTAAAAATGAAACCTTCTGTGCTGCCACACC
ATCAGCAATGATATTTGGAAAATCAGATGGAGATCGATTTGCAGTAACTCGAGATTTGACCCTGAAA
CCTGGATATGTGCTACAGTTCAAGCTAAACATAGGTTGTGCCAATCAATTCAGCAGTACTGCTCCAGT
TCTTCTTCAGTACTCTCATGATGCTGGTATGTCCTGGTTTCTGGTGAAAGAAGGCTGTTACCCGGCTTC
TGCAGGCAAAGGATGCGAAGGAAACTCCAGAGAACTAAGTGAGCCCACCATGTATCACACAGGGGA
CTTTGAAGAATGGACAAGAATCACCATTGTTATTCCAAGGTCTCTTGCATCCAGCAAGACCAGATTCC
GATGGATCCAGGAGAGCAGCTCACAGAAAAACGTGCCTCCATTTGGTTTAGATGGAGTGTACATATC
CGAGCCTTGTCCCAGTTACTGCAGTGGCCATGGGGACTGCATTTCAGGAGTGTGTTTCTGTGACCTGG
GATATACTGCTGCACAAGGAACCTGTGTGTCAAATGTCCCCAATCACAATGAGATGTTCGATAGGTTT
GAGGGGAAGCTCAGCCCTCTGTGGTACAAGATAACAGGTGCCCAGGTTGGAACTGGCTGTGGAACA
CTTAACGATGGCAAATCTCTCTACTTCAATGGCCCTGGGAAAAGGGAAGCCCGGACGGTCCCTCTGG
ACACCAGGAATATCAGACTTGTTCAATTTTATATACAAATTGGAAGCAAAACTTCAGGCATTACCTGC
ATCAAACCAAGAACTAGAAATGAAGGGCTTATTGTTCAGTATTCAAATGACAATGGGATACTCTGGC
ATTTGCTTCGAGAGTTGGACTTCATGTCCTTCCTG Ao e ey ieyplee.ypicegciee ecic

ACGCGAAGACACCTGCAACGGCATTTCGATGGTGGCAACCGCAACATGGGAAGCATTCAGCCCAG

GGGCTTTGGATGATGTTCTTATAGGAATGAATGACAGCTCTCAAACTGGATTTCAAGACAAATTTGA

GGCTCTATAGATTTGCAAGCCAACTGGTATCGAATCCAAGGAGGTCAAGTTGATATTGACTGTCTCTQ
TATGGATACTGCTCTGATATTCACTGAAAACATAGGAAAACCTCGTTATGCTGAGACCTGGGATTTT(

ATGTGTCAGCATCTACCTTTTTGCAGTTTGAAATGAGCATGGGCTGTAGCAAGECENIEAGEAAGICE
CACACIGCTACAGCCICCAGTATICICIGAACAANGELAACCACTIGCELATCTIGTCACCEAAGAGTIGNGET
TCCNCCAACCATIGEEIGTCICLATTACACCEAAAGTICAATITACACCICCEAAAGATICCAGAAT
CEAACLEEATCACICICTACCIECACTCICCACCATIICICCCACCACCLEEITICACATCEATICAG
CLCALCTACACTCICEEEELICATICCNCEELEATICATAATCTIETACTCELCICAGEETGLCC]
CEAICIGLICACCACCACCEATTICICATCEICEACCLICICICICICACCEEEELTCEICEAL
CEATCICICCNCIGINECICICECCNCEATICITAAAGACCATITCAATGEEAATITACATCEIGA
COMCELEICAACTCTATCETCLACACACEEEEAATCICALTCEICAALCCATCAAATEICEAAC
ANCICTAATIIIAAAGCEEAACCACTAACECATGEITATINCAAGAGATCTAGATICTACALATACAA
TCTATGICCAGTITICACTTAGCATITATAGCALAALCTACCLCAGAGCAGATICICACTCTATICIGITAC
ARTICNCCATCAGTGEAGCAATCACTIIGELACCIGATCEATGCAATIITACTINCCICAAACAARE AAT

ATACTTTTCATCAATGTTCCCTTGCCATACACTGCCCAAACCAATGCTACAAGATTCAGACTCTGGCAA

CCTTATAATAACGGTAAGAAAGAAGAAATCTGGATTGTTGATGACTTCATTATCGATGGAAATAATGT
AAACAACCCTGTGATGCTCTTGGATACATTTGATTTTGGGCCCAGAGAAGACAATTGGTTTTTCTATCC
TGGTGGTAACATCGGTCTTTATTGTCCATATTCTTCAAAGGGGGCACCTGAAGAAGATTCAGCTATGG
TGTTTGTTTCAAATGAAGTTGGTGAGCATTCCATTACCACCCGTGACCTAAATGTGAATGAGAACACC
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ATCATACAATTTGAGATCAACGTTGGCTGTTCGACTGATAGCTCATCCGCGGATCCAGTGAGACTGGA

ATTTTCAAGGGACTTCGGGGCGACCTGGCACCTTCTGCTGCCCCTCTGCTACCACAGCAGCAGCCACG

TCAGCTCTTTATGCTCCACCGAGCACCACCCCAGCAGCACCTACTACGCAGGAACCATGCAGGGCTGEG

AGGAGGGAGGTCGTGCACTTTGGGAAGCTGCACCTTTGTGGATCTGTCCGTTTCAGATGGTACCAGG

GATTTTACCCTGCCGGCTCTCAGCCAGTGACATGGGCCATTGATAATGTCTACATCGGTCCCCAGTGT

GAGGAGATGTGTAATGGACAGGGGAGCTGTATCAATGGAACCAAATGTATATGTGACCCTGGCTAC

TCAGGTCCAACCTGTAAAATAAGCACCAAAAATCCTGATTTTCTCAAAGATGATTTCGAAGGTCAGCT

AGAATCTGATAGATTCTTATTAATGAGTGGTGGGAAACCATCTCGAAAGTGTGGAATCCTTTCTAGTG

GAAACAACCTCTTTTTCAATGAAGATGGCTTGCGCATGTTGATGACACGAGACCTGGATTTATCACAT

GCTAGATTTGTGCAGTTCTTCATGAGACTGGGATGTGGTAAAGGCGTTCCTGACCCCAGGAGTCAAC

CCGTGCTCCTACAGTATTCTCTCAACGGTGGCCTCTCGTGGAGTCTTCTTCAGGAGTTCCTTTTCAGCA

ARES OIS AATGTGGGCAGGTACATTGCCCTGGAGATACCCTTGAAAGCCCGTTCTGGTTCTACTCGC
CTTCGCTGGTGGCAACCGTCTGAGAATGGGCACTTCTACAGCCCCTGGGTTATCGATCAGATTCTTA

TGGAGGAAATATTTCTGGTAATACGGTCTTGGAAGATGATTTCACAACCCTTGATAGTAGGAAATGG

CTGCTTCACCCAGGAGGCACCAAGATGCCCGTGTGTGGCTCTACTGGTGATGCCCTGGTCTTCATTGA

AAAGGCCAGCACCCGTTACGTGGTCAGCACAGACGTTGCCGTGAATGAGGATTCCTTCCTACAGATA

capeciocleo oo cIoI@.\G T CACAGACTCTTGTTATGCGATTGAATTGGAATACTCAGTAGATCTT

GGATTGTCATGGCACCCATTGGTAAGGGACTGTCTGCCTACCAATGTGGAATGCAGTCGCTATCATCT

GCAACGGATCCTGGTGTCAGACACTTTCAACAAGTGGACTAGAATCACTCTGCCTCTCCCTCCTTATAC

CAGGTCCCAAGCCACTCGTTTCCGTTGGCATCAACCAGCTCCTTTTGACAAGCAGCAGACATGGGCAA

TAGATAATGTCTATATCGGGGATGGCTGCATAGACATGTGCAGTGGCCATGGGAGATGCATCCAGGG

AAACTGCGTCTGTGATGAACAGTGGGGTGGCCTGTACTGTGATGACCCCGAGACCTCTCTTCCAACCC

AACTCAAAGACAACTTCAATCGAGCTCCATCCAGTCAGAACTGGCTGACTGTGAACGGAGGGAAATT

GAGTACAGTGTGTGGAGCCGTGGCGTCGGGAATGGCTCTCCATITCAGTGGGGGTTGTAGTCGATTA

TTAGTCACTGTGGATCTAAACCTCACTAATGCTGAGTTCATCCAATTTTACTTCATGTATGGGTGCCTG

ATTACACCAAACAACCGTAACCAAGGTGTTCTICTTGGAATATTCTGTCAATGGAGGCATTACCTGGAA

CCTGCTCATGGAGATTTTCTATGACCAGTACAGTAAGCCCGGATTTGTGAATATCCTTCTCCCTCCTGA

TGCTAAAGAGATTGCCACTCGCTTCCGCTGGTGGCAGCCAAGACATGACGGCCTGGATCAGAACGAC
TGGGCCATTGACAATGTCCTCATCTCAGGCTCTGCTGACCAAAGGACCGTTATGCTGGACACCTTCAG
CAGCGCCCCAGTACCCCAGCACGAGCGCTCCCCTGCAGATGCCGGCCCTGTCGGGAGGATCGLCTTT
GACATGTTTATGGAAGACAAAACTTCAGTGAATGAGCACTGGCTATTCCATGATGATTGTACAGTAG
AAAGATTCTGTGACTCCCCTGATGGTGTGATGCTCTGTGGCAGTCATGATGGACGGGAGGTGTATGC
AGTGACCCATGACCTGACTCCCACTGAAGGCTGGATTATGCAATTCAAGATCTCAGTTGGATGTAAG
GTGTCTGAAAAAATTGCCCAGAATCAAATTCATGTGCAGTATTCTACTGACTTCGGTGTGAGTTGGAA
TTATCTGGTCCCTCAGTGCTTGCCTGCTGACCCAAAATGCTCTGGAAGTGTTTCTCAGCCATCTGTATT
CTTTCCAACTAAAGGGTGGAAAAGGATCACCTACCCACTTCCTGAAAGCTTAGTGGGAAATCCGGTA
AGGTTTAGGTTCTATCAGAAGTACTCAGACATGCAGTGGGCAATCGATAATTTCTACCTGGGCCCTGG



ATGCTTGGACAACTGCAGGGGCCATGGAGATTGCTTAAGGGAACAGTGCATCTGTGATCCGGGATA
CTCAGGGCCAAACTGCTACTTGACCCACACTCTGAAGACTTTCCTGAAGGAACGCTTTGACAGTGAAG
AAATCAAACCTGACTTATGGATGTCCTTAGAAGGTGGAAGTACTTGCACTGAGTGTGGAATTCTTGCC
GAGGACACTGCACTCTATTTTGGGGGATCCACTGTGAGACAAGCGGTTACACAAGATTTGGATCTTC
GAGGTGCAAAGTTCCTGCAATACTGGGGGCGCATCGGTAGTGAGAACAACATGACCTCTTGCCATCG
TCCCATCTGCCGGAAGGAAGGCGTGCTGTTGGACTACTCTACCGATGGAGGAATTACCTGGACTTTG
CTCCATGAGATGGATTACCAGAAATACATTTCTGTTAGACACGACTACATACTTCTTCCTGAAGATGCC
CTCACCAACACAACTCGACTTCGCTGGTGGCAGCCTTTTGTGATCAGCAATGGAATTGTGGTCTCTGG
GGTGGAGCGTGCTCAGTGGGCACTGGACAACATTTTGATTGGTGGAGCAGAAATCAATCCCAGCCA
ATTGGTGGACACTTTTGATGATGAAGGCACTTCCCATGAAGAAAACTGGAGTTTTTACCCTAATGCTG
TAAGGACAGCAGGATTTTGTGGCAATCCATCCTTTCACCTCTATTGGCCAAATAAAAAGAAGGACAA
GACTCACAATGCTCTCTCCTCCCGAGAACTCATTATACAGCCAGGATACATGATGCAGTTTAAAATTGT
GGTGGGTTGTGAAGCCACTTCTTGTGGTGACCTTCATTCCGTAATGCTGGAATACACTAAGGATGCAA
GATCGGATTCCTGGCAGCTCGTACAGACCCAGTGCCTTCCTTCCTCTTCTAACAGCATTGGCTGCTCCC
CTTTCCAGTTCCATGAAGCCACCATCTACAACTCTGTCAACAGCTCAAGCTGGAAAAGAATCACCATC
CAGCTGCCTGACCATGTCTCCTCTAGTGCAACACAGTTCCGCTGGATCCAGAAGGGAGAAGAAACTG
AGAAGCAAAGCTGGGCAATTGACCACGTGTACATTGGAGAGGCTTGCCCCAAGCTCTGCAGCGGGC
ACGGATACTGCACGACCGGTGCCATCTGCATCTGCGACGAGAGCTTCCAAGGTGATGACTGCTCTGT
TTTCAGTCACGACCTTCCCAGTTATATTAAAGATAATTTTGAGTCCGCAAGAGTCACCGAGGCAAACT
GGGAGACCATTCAAGGTGGAGTCATAGGAAGTGGCTGTGGGCAGCTGGCCCCCTACGCCCATGGAG
ACTCACTGTACTTTAATGGCTGTCAGATCAGGCAAGCAGCTACCAAGCCTCTGGATCTCACTCGAGCA
AGCAAAATCATGTTTGTTTTGCAAATTGGGAGCATGTCGCAGACGGACAGCTGCAACAGTGACCTGA
GTGGCCCCCACGCTGTGGACAAGGCGGTGCTGCTGCAATACAGCGTCAACAACGGGATCACCTGGC
ATGTCATCGCCCAGCACCAGCCAAAGGACTTCACACAAGCTCAGAGAGTGTCTTACAATGTCCCCCTG
GAGGCACGGATGAAAGGAGTCTTACTGCGCTGGTGGCAACCACGCCACAATGGAACAGGTCATGAT
CAATGGGCTTTGGACCATGTGGAGGTCGTCCTAGTAAGCACTCGCAAACAAAATTACATGATGAATTT
TTCACGACAACATGGGCTCAGACATTTCTACAACAGAAGACGAAGGTCACTTAGGCGATACCCATGA

AGAATCAAAAAGTTTATTTTTTTTCTTCCAACATGTGATGTGTTGCTCTCCATTCTTTTAAATCTCGCAC
TACATCTGATATCAGGAAATATCTGTGAAGGACTTGGTGATTACCTGAAAGCCCTTCTCAAGACCGAG
TGTACACCACTTTCCCACACTGTGAACTAATGACAAGTGACTTATTTGCTCATAAGTAAATGTCTTCAT
GTTGATGTGTCCGTGAAAGTTGTGATCTGTTGTAATATCAGTTACAGTGGCAGTATTGACAATAAGAA
ACAGTTTAACAGAAAAATGAAATTTAAGCACAAAAAATTTAAGAGATTTTATGTTTAAAATGGCATTT
AGCACAGTATTTAACATTCTTGGTCACAAAGCTATTTAAGTGGACTGTATTTCAGCTATGTCTCATGTT
TTATATGATTAAATTATCATTGTTTGTCCTTTATGTATTCTCTTCTACAATACAACACATTGAAACTGTAT
TTACTTGTTATGTTGTAATATTTTGCTGCTGAATTTGGGGCTACTTATATTCTGCAGAAAATTAATTGA
AATACCTATTCAAGAAGATAGTTGTAAAGATATTGTATCTCCTTTAATATACTCCTTAAAAATGTATGT
TGGTTTAGCGTTGTTTTGTGGATAAGAAAAATGCTTGACCCTGAAATATTTTCTACTTTAAATTGTGGA
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TGAAGACCCTATCTCCCACAAATAAGTTCCCATTTCCTTGTCTAAAGATCTTTTTTTAAGTGTTCTGTGG
CTGATTTACTAACAGTAACTGCCATTTTTTGTCTGTGATAACAGAGTGATTTGTAAAACAGTGGTTGTT
TTTTCATTGTGTTTTCTTCGTGGATTGTTTTTTCTGCGGGTCATATTCATACCTTCTGATGAAGTTGTAC
AACACCAGCAACATTATAATGGCCCTGTAGCTCTGAATGCTATTTGTGTAACTGAAAGGTTGCACTCT
AGGGTGAACCAAGCTATAAAAGCCCATGCTTAAATAAAAATTATGTCCAAAAGCC

Un mapa de secuencias, que incluye las regiones de repeticion de Reelina y algunos
sitios de segmentacién enzimatica, se muestra en la figura 5.

Se transfectaron establemente células HEK293 con el gen de Reelina de longitud total
en un vector pCrl para producir fragmentos para la formacién de Reelina recombinante. La
Reelina de longitud total se insertd en las células HEK293, como se describid anteriormente
(Weeber, et al.,, Reelin and ApoE receptors cooperate to enhance hippocampal synaptic
plasticity and learning. J. Biol. Chem. 2002; 277:39944—-39952; Sinagra, et al., Reelin, very-low-
density lipoprotein receptor, and apolipoprotein E receptor 2 control somatic NMDA receptor
composition during hippocampal maturation in vitro. J. Neurosci. 2005; 25:6127-6136). Una
vez confluente, las células se dejaron crecer en medio de Eagle modificado con Dulbecco de
baja glucosa con el 0.2% de albumina de suero bovino durante 2 dias, seguido por recoleccion
de medios, filtracion estéril, y concentracion mediante unidades de filtro de centrifuga
Centricon Plus-80 (Millipore). La Reelina se segmentd extracelularmente en dos sitios, dando
por resultando en la generacion de tres fragmentos principales: N-término para repeticion 2
(aproximadamente 180 kDa), el fragmento central para la repeticién 3-6 (aproximadamente
190 kDa), y el fragmento C-terminal que consiste de las repeticiones 7 y 8 (aproximadamente
80 kDa) (Nakajima, et al., Disruption of hippocampal development in vivo by CR-50 mAb
against reelin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1997; 94:8196—820; de Rouvroit, et al., (1999) Reelin,
the extracellular matrix protein deficient in reeler mutant mice, is processed by a
metalloproteinase. Exp. Neurol. 1999; 156:214-217; Utsunomiya-Tate, et al., Reelin molecules
assemble together to form a large protein complex, which is inhibited by the function-blocking
CR-50 antibody. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2000;97: 9729-9734; Jossin, et al., The central
fragment of Reelin, generated by proteolytic processing in vivo, is critical to its function during
cortical plate development. J. Neurosci. 2004; 24:514-521; Jossin, et al., Processing of Reelin
by embryonic neurons is important for function in tissue but not in dissociated cultured
neurons. J. Neurosci. 2007; 27:4243-4252; Koie, et al., Cleavage within Reelin repeat 3
regulates the duration and range of the signaling activity of Reelin protein. J. Biol. Chem. 2014;
289:12922-12930; Krstic, et al., Regulated proteolytic processing of Reelin through interplay
of tissue plasminogen activator (tPA), ADAMTS-4, ADAMTS-5, and their modulators. PLoS One.
2012;7:e47793; Trotter, et al., Extracellular proteolysis of reelin by tissue plasminogen
activator following synaptic potentiation. Neuroscience. 2014; 274:299-307). Adicionalmente,

se produjeron dos fragmentos intermedios: Uno que consistié del N-terminal hasta la
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repeticion 6 (aproximadamente 370 kDa), y uno que consistié de las repeticiones 6-8
(aproximadamente 270 kDa) (Jossin, et al., The central fragment of Reelin, generated by
proteolytic processing in vivo, is critical to its function during cortical plate development. J.
Neurosci. 2004; 24:514-521).

Se realizd la segmentacién de la Reelina de longitud total, como se analizd
anteriormente, para formar extremos adherentes. Para la Reelina recombinante, se
produjeron dos o mas fragmentos de Reelina al ligar la secuenciacion de ADN que representa
las repeticiones especificas de Reelina. Las regiones de repeticiéon de Reelina resultantes
también se secuenciaron para confirmar que las regiones de codificacion se mantuvieron vy el
marco de lectura estuvo en la orientacidn correcta. Las proteinas recombinantes de Reelina se
produjeron utilizando técnicas estandar y se amplificaron en vectores que contuvieron
Bluescript. El ADN recombinante se clond en un vector de expresion y se expresd en un cultivo
de células HEK293.

Repeticion 3 de Reelina (SEQ ID No.2)
TTCAGCAGTACTGCTCCAGTTCTTCTTCAGTACTCTCATGATGCTGGTATGTCCTGGTTTCTGGTGAAA
GAAGGCTGTTACCCGGCTTCTGCAGGCAAAGGATGCGAAGGAAACTCCAGAGAACTAAGTGAGCCC
ACCATGTATCACACAGGGGACTTTGAAGAATGGACAAGAATCACCATTGTTATTCCAAGGTCTCTTGC
ATCCAGCAAGACCAGATTCCGATGGATCCAGGAGAGCAGCTCACAGAAAAACGTGCCTCCATTTGGT
TTAGATGGAGTGTACATATCCGAGCCTTGTCCCAGTTACTGCAGTGGCCATGGGGACTGCATTTCAG
GAGTGTGTTTCTGTGACCTGGGATATACTGCTGCACAAGGAACCTGTGTGTCAAATGTCCCCAATCAC
AATGAGATGTTCGATAGGTTTGAGGGGAAGCTCAGCCCTCTGTGGTACAAGATAACAGGTGCCCAG
GTTGGAACTGGCTGTGGAACACTTAACGATGGCAAATCTCTCTACTTCAATGGCCCTGGGAAAAGGG
AAGCCCGGACGGTCCCTCTGGACACCAGGAATATCAGACTTGTTCAATTTTATATACAAATTGGAAGC
AAAACTTCAGGCATTACCTGCATCAAACCAAGAACTAGAAATGAAGGGCTTATTGTTCAGTATTCAAA
TGACAATGGGATACTCTGGCATTTGCTTCGAGAGTTGGACTTCATGTCCTTCCTG

Repeticion 4 de Reelina (SEQ ID No. 3)

CCCTTCAGCAACTCCCACAGTGTACAGCTCCAGTATTCTCTGAACAATGGCAAGGACTGGCAT
CTTGTCACCGAAGAGTGTGTTCCTCCAACCATTGGCTGTCTGCATTACACGGAAAGTTCAATTTACACC
TCGGAAAGATTCCAGAATTGGAAGCGGATCACTGTCTACCTTCCACTCTCCACCATTTCTCCCAGGACC
CGGTTCAGATGGATTCAGGCCAACTACACTGTGGGGGCTGATTCCTGGGCGATTGATAATGTTGTAC
TGGCCTCAGGGTGCCCTTGGATGTGCTCAGGACGAGGGATTTGTGATGCTGGACGCTGTGTGTGTGA
CCGGGGCTTTGGTGGACCCTATTGTGTTCCTGTTGTTCCTCTGCCCTCGATTCTTAAAGACGATTTCAA
TGGGAATTTACATCCTGACCTTTGGCCTGAAGTGTATGGTGCAGAGAGGGGGAATCTGAATGGTGAA
ACCATCAAATCTGGAACATCTCTAATTTTTAAAGGGGAAGGACTAAGGATGCTTATTTCAAGAGATCT
AGATTGTACAAATACAATGTATGTCCAGTTTTCACTTAGATTTATAGCAAAAAGTACCCCAGAGAGAT
CTCACTCTATTCTGTTACAATTCTCCATCAGTGGAGGAATCACTTGGCACCTGATGGATGAATTTTACT
TTCCTCAAACAACG
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Repeticion 5 de Reelina (SEQ ID No. 4)

GATAGCTCATCCGCGGATCCAGTGAGACTGGAATTTTCAAGGGACTTCGGGGCGACCTGGC
ACCTTCTGCTGCCCCTCTGCTACCACAGCAGCAGCCACGTCAGCTCTTTATGCTCCACCGAGCACCACC
CCAGCAGCACCTACTACGCAGGAACCATGCAGGGCTGGAGGAGGGAGGTCGTGCACTTTGGGAAGC
TGCACCTTTGTGGATCTGTCCGTTTCAGATGGTACCAGGGATTTTACCCTGCCGGCTCTCAGCCAGTG
ACATGGGCCATTGATAATGTCTACATCGGTCCCCAGTGTGAGGAGATGTGTAATGGACAGGGGAGCT
GTATCAATGGAACCAAATGTATATGTGACCCTGGCTACTCAGGTCCAACCTGTAAAATAAGCACCAAA
AATCCTGATTTTCTCAAAGATGATTTCGAAGGTCAGCTAGAATCTGATAGATTCTTATTAATGAGTGGT
GGGAAACCATCTCGAAAGTGTGGAATCCTTTCTAGTGGAAACAACCTCTTTTTCAATGAAGATGGCTT
GCGCATGTTGATGACACGAGACCTGGATTTATCACATGCTAGATTTGTGCAGTTCTTCATGAGACTGG
GATGTGGTAAAGGCGTTCCTGACCCCAGGAGTCAACCCGTGCTCCTACAGTATTCTCTCAACGGTGGC
CTCTCGTGGAGTCTTCTTCAGGAGTTCCTTTTCAGCAATTCCAGC

38



Repeticion 6 de Reelina (SEQ ID No. 5)

GTCACAGACTCTTGTTATGCGATTGAATTGGAATACTCAGTAGATCTTGGATTGTCATGGCAC
CCATTGGTAAGGGACTGTCTGCCTACCAATGTGGAATGCAGTCGCTATCATCTGCAACGGATCCTGGT
GTCAGACACTTTCAACAAGTGGACTAGAATCACTCTGCCTCTCCCTCCTTATACCAGGTCCCAAGCCAC
TCGTTTCCGTTGGCATCAACCAGCTCCTTTTGACAAGCAGCAGACATGGGCAATAGATAATGTCTATA
TCGGGGATGGCTGCATAGACATGTGCAGTGGCCATGGGAGATGCATCCAGGGAAACTGCGTCTGTG
ATGAACAGTGGGGTGGCCTGTACTGTGATGACCCCGAGACCTCTCTTCCAACCCAACTCAAAGACAA
CTTCAATCGAGCTCCATCCAGTCAGAACTGGCTGACTGTGAACGGAGGGAAATTGAGTACAGTGTGT
GGAGCCGTGGCGTCGGGAATGGCTCTCCATTTCAGTGGGGGTTGTAGTCGATTATTAGTCACTGTGG
ATCTAAACCTCACTAATGCTGAGTTCATCCAATTTTACTTCATGTATGGGTGCCTGATTACACCAAACA
ACCGTAACCAAGGTGTTCTCTTGGAATATTCTGTCAATGGAGGCATTACCTGGAACCTGCTCATGGAG
ATTTTCTATGACCAGTACAGT

Region 3-4 del asa de repeticion de Reelina (SEQ ID No. 6)

GAACCACAGATCATTTCCATTGACCTGCCACAGGACGCGAAGACACCTGCAACGGCATTTCG
ATGGTGGCAACCGCAACATGGGAAGCATTCAGCCCAGTGGGCTTTGGATGATGTTCTTATAGGAATG
AATGACAGCTCTCAAACTGGATTTCAAGACAAATTTGATGGCTCTATAGATTTGCAAGCCAACTGGTA
TCGAATCCAAGGAGGTCAAGTTGATATTGACTGTCTCTCTATGGATACTGCTCTGATATTCACTGAAA

ACATAGGAAAACCTCGTTATGCTGAGACCTGGGATTTTCATGTGTCAGCATCTACCTTTITGCAGTTTG
AAATGAGCATGGGCTGTAGCAAG

Region 4-5 del asa de repeticion de Reelina (SEQ ID No. 7)

AATATACTTTTCATCAATGTTCCCTTGCCATACACTGCCCAAACCAATGCTACAAGATTCAGAC
TCTGGCAACCTTATAATAACGGTAAGAAAGAAGAAATCTGGATTGTTGATGACTTCATTATCGATGGA
AATAATGTAAACAACCCTGTGATGCTCTTGGATACATTTGATTTITGGGCCCAGAGAAGACAATTGGTT
TTTCTATCCTGGTGGTAACATCGGTCTTTATTGTCCATATTCTTCAAAGGGGGCACCTGAAGAAGATTC
AGCTATGGTGTTTGTTTCAAATGAAGTTGGTGAGCATTCCATTACCACCCGTGACCTAAATGTGAATG
AGAACACCATCATACAATTTGAGATCAACGTTGGCTGTTCGACT

Region 5-6 del asa de repeticion de Reelina (SEQ ID No. 8)

AATGTGGGCAGGTACATTGCCCTGGAGATACCCTTGAAAGCCCGTTCTGGTTCTACTCGCCTT
CGCTGGTGGCAACCGTCTGAGAATGGGCACTTCTACAGCCCCTGGGTTATCGATCAGATTCTTATTGG
AGGAAATATTTCTGGTAATACGGTCTTGGAAGATGATTTCACAACCCTTGATAGTAGGAAATGGCTGC
TTCACCCAGGAGGCACCAAGATGCCCGTGTGTGGCTCTACTGGTGATGCCCTGGTCTTCATTGAAAA
GGCCAGCACCCGTTACGTGGTCAGCACAGACGTTGCCGTGAATGAGGATTCCTTCCTACAGATAGAC
TTCGCTGCCTCCTGCTCA

Estructura del gel de Reelina humana, recombinante, fragmento R3 conjugado al
fragmento R6, es decir, fragmento de Reelina R3 + R6 (SEQ ID No. 9)

LYclot g [6¥.XeeATGGAGCGCAGTGGCTGGGCCCGGCAGACTTTCCTCCTAGCGCTGTTGCT]
[ AT e aeIaeIaelae T TCAGCAGTACTGCTCCAGTTCTTCTTCAGTACTCTCATGAT
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GCTGGTATGTCCTGGTTTCTGGTGAAAGAAGGCTGTTACCCGGCTTCTGCAGGCAAAGGATGCGAAG
GAAACTCCAGAGAACTAAGTGAGCCCACCATGTATCACACAGGGGACTTTGAAGAATGGACAAGAA

TCACCATTGTTATTCCAAGGTCTCTTGCATCCAGCAAGACCAGATTCCGATGGATCCAGGAGAGCAGC
TCACAGAAAAACGTGCCTCCATTTGGTTTAGATGGAGTGTACATATCCGAGCCTTGTCCCAGTTACTG

CAGTGGCCATGGGGACTGCATTTCAGGAGTGTGTTTCTGTGACCTGGGATATACTGCTGCACAAGGA
ACCTGTGTGTCAAATGTCCCCAATCACAATGAGATGTTCGATAGGTTTGAGGGGAAGCTCAGCCCTCT
GTGGTACAAGATAACAGGTGCCCAGGTTGGAACTGGCTGTGGAACACTTAACGATGGCAAATCTCTC
TACTTCAATGGCCCTGGGAAAAGGGAAGCCCGGACGGTCCCTCTGGACACCAGGAATATCAGACTTG
TTCAATTTTATATACAAATTGGAAGCAAAACTTCAGGCATTACCTGCATCAAACCAAGAACTAGAAAT

GAAGGGCTTATTGTTCAGTATTCAAATGACAATGGGATACTCTGGCATTTGCTTCGAGAGTTGGACTT
N[ eapIe o cGAACCACAGATCATTTCCATTGACCTGCCACAGGACGCGAAGACACCTGCAACGG

CATTTCGATGGTGGCAACCGCAACATGGGAAGCATTCAGCCCAGTGGGCTTTGGATGATGTTCTTA

AGGAATGAATGACAGCTCTCAAACTGGATTTCAAGACAAATTTGATGGCTCTATAACCCTTGATAGTA

GGAAATGGCTGCTTCACCCAGGAGGCACCAAGATGCCCGTGTGTGGCTCTACTGGTGATGCCCTGG

CTTCATTGAAAAGGCCAGCACCCGTTACGTGGTCAGCACAGACGTTGCCGTGAATGAGGATTCCTTC(
LACACLy e g eciofcle o fee [l Y®\G TCACAGACTCTTIGTTATGCGATTGAATTGGAATACTCAG
TAGATCTTGGATTGTCATGGCACCCATIGGTAAGGGACTGTCTGCCTACCAATGTGGAATGCAGTCGC

TATCATCTGCAACGGATCCTGGTGTCAGACACTTTCAACAAGTGGACTAGAATCACTCTGCCTCTCCCT

CCTTATACCAGGTCCCAAGCCACTCGTTTCCGTTGGCATCAACCAGCTCCTTTTGACAAGCAGCAGACA

TGGGCAATAGATAATGTCTATATCGGGGATGGCTGCATAGACATGTGCAGTGGCCATGGGAGATGC

ATCCAGGGAAACTGCGTCTGTGATGAACAGTGGGGTGGCCTGTACTGTGATGACCCCGAGACLCTCTC

TTCCAACCCAACTCAAAGACAACTTCAATCGAGCTCCATCCAGTCAGAACTGGCTGACTGTGAACGGA

GGGAAATTGAGTACAGTGTGTGGAGCCGTGGCGTCGGGAATGGCTCTCCATTTCAGTGGGGGTTIGT

AGTCGATTATTAGTCACTGTGGATCTAAACCTCACTAATGCTGAGTTCATCCAATTITACTTCATGTATG

GGTGCCTGATTACACCAAACAACCGTAACCAAGGTGTTCTCTTGGAATATTCTGTCAATGGAGGCATT

ACCTGGAACCTGCTCATGGAGATTTTCTATGACCAGTACAGTGATTACAAGGATGACGACGATAAGT

GACTCGAG

Proteina de Reelina humana, recombinante, fragmento R3 conjugado al fragmento R6,
es decir, el fragmento de la proteina de Reelina R3 + R6 (SEQ ID No. 10)

MERSGWARQTFLLALLLGATLRARAFSSTAPVLLQYSHDAGMSWFLVKEGCYPASAGKGCEGN
SRELSEPTMYHTGDFEEWTRITIVIPRSLASSKTRFRWIQESSSQKNVPPFGLDGVYISEPCPSYCSGHGDCI
SGVCFCDLGYTAAQGTCVSNVPNHNEMFDRFEGKLSPLWYKITGAQVGTGCGTLNDGKSLYFNGPGKRE
ARTVPLDTRNIRLVQFYIQIGSKTSGITCIKPRTRNEGLIVQYSNDNGILWHLLRELDFMSFLEPQIISIDLPQD
AKTPATAFRWWQPQHGKHSAQWALDDVLIGMNDSSQTGFQDKFDGSITLDSRKWLLHPGGTKMPVC
GSTGDALVFIEKASTRYVVSTDVAVNEDSFLQIDFAASCSVTDSCYAIELEYSVDLGLSWHPLVRDCLPTNV
ECSRYHLQRILVSDTFNKWTRITLPLPPYTRSQATRFRWHQPAPFDKQQTWAIDNVYIGDGCIDMCSGH
GRCIQGNCVCDEQWGGLYCDDPETSLPTQLKDNFNRAPSSONWLTVNGGKLSTVCGAVASGMALHFS
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GGCSRLLVTVDLNLTNAEFIQFYFMYGCLITPNNRNQGVLLEYSVNGGITWNLLMEIFYDQYS
*Regiones de codificacion coloreadas anteriormente en la secuencia de DNA, las
regiones en blanco (sin modificaciones de la fuente tales como subrayado, aplicaciéon de

cursivas) no se tradujeron en la proteina.
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Estructura del gen de Reelina humana, recombinante, fragmento R3 conjugado al
fragmento R5, es decir, el fragmento de Reelina R3 + R5 (SEQ ID No. 11)

LYclo B [6¢/.Xe e A TG GAGCGCAGTGGCTGGGCCCGGCAGACTTTCCTCCTAGCGCTGTTGCT]
[Aadaec e T e a e 8aTTCAGCAGTACTGCTCCAGTTCTTCTTCAGTACTCTCATGAT
GCTGGTATGTCCTGGTTTCTGGTGAAAGAAGGCTGTTACCCGGCTTCTGCAGGCAAAGGATGCGAAG
GAAACTCCAGAGAACTAAGTGAGCCCACCATGTATCACACAGGGGACTTTGAAGAATGGACAAGAA
TCACCATTGTTATTCCAAGGTCTCTTGCATCCAGCAAGACCAGATTCCGATGGATCCAGGAGAGCAGC
TCACAGAAAAACGTGCCTCCATTTGGTTTAGATGGAGTGTACATATCCGAGCCTTGTCCCAGTTACTG
CAGTGGCCATGGGGACTGCATTTCAGGAGTGTGTTTCTGTGACCTGGGATATACTGCTGCACAAGGA
ACCTGTGTGTCAAATGTCCCCAATCACAATGAGATGTTCGATAGGTTTGAGGGGAAGCTCAGCCCTCT
GTGGTACAAGATAACAGGTGCCCAGGTTGGAACTGGCTGTGGAACACTTAACGATGGCAAATCTCTC
TACTTCAATGGCCCTGGGAAAAGGGAAGCCCGGACGGTCCCTCTGGACACCAGGAATATCAGACTTG
TTCAATTTTATATACAAATTGGAAGCAAAACTTCAGGCATTACCTGCATCAAACCAAGAACTAGAAAT
GAAGGGCTTATTGTTCAGTATTCAAATGACAATGGGATACTCTGGCATTTGCTTCGAGAGTTGGACTT
Nicl oo pree e GAACCACAGATCATTTCCATTGACCTGCCACAGGACGCGAAGACACCTGCAACGG

CATTTCGATGGTGGCAACCGCAACATGGGAAGCATTCAGCCCAGTGGGCTTTGGATGATGTTCTTA

AGGAATGAATGACAGCTCTCAAACTGGATTTCAAGACAAATTTGATGGCTCTATAGATE e ypfelen)

ITTTCTATCCTGGTGGTAACATCGGTCTTTATTGTCCATATTCTTCAAAGGGGGCACCTGAAGAAGATT
CAGCTATGGTGTTTGTTTCAAATGAAGTTGGTGAGCATTCCATTACCACCCGTGACCTAAATGTGAAT
GAGAACACCATCATACAATTTGAGATCAACGTTGGCTGTTCGACTGATAGCTCATCCGCGGATCCAGT

GAGACTGGAATTTTCAAGGGACTTCGGGGCGACCTGGCACCTTCTGCTGCCCCTCTGCTACCACAGCA

GCAGCCACGTCAGCTCTTTATGCTCCACCGAGCACCACCCCAGCAGCACCTACTACGCAGGAACCATG

CAGGGCTGGAGGAGGGAGGTCGTGCACTTTGGGAAGCTGCACCTTTGTGGATCTGTCCGTTTCAGAT

GGTACCAGGGATTTTACCCTGCCGGCTCTCAGCCAGTGACATGGGCCATTGATAATGTCTACATCGGT

CCCCAGTGTGAGGAGATGTGTAATGGACAGGGGAGCTGTATCAATGGAACCAAATGTATATGTGAC

CCTGGCTACTCAGGTCCAACCTGTAAAATAAGCACCAAAAATCCTGATTTTCTCAAAGATGATTTCGA

AGGTCAGCTAGAATCTGATAGATTCTTATTAATGAGTGGTGGGAAACCATCTCGAAAGTGTGGAATC

CTTTCTAGTGGAAACAACCTCTTTTTCAATGAAGATGGCTTGCGCATGTTGATGACACGAGACCTGGA

TTTATCACATGCTAGATTTGTGCAGTTCTTCATGAGACTGGGATGTGGTAAAGGCGTTCCTGACCCCA

GGAGTCAACCCGTGCTCCTACAGTATTCTCTCAACGGTGGCCTCTCGTGGAGTCTTCTTCAGGAGTTC

CTTTTCAGCAATTCCAGCGATTACAAGGATGACGACGATAAGTGACTCGAG

Proteina de Reelina humana, recombinante, fragmento R3 conjugado al fragmento R5,
es decir, fragmento de la proteina de Reelina R3 + R5 (SEQ ID No. 12)

MERSGWARQTFLLALLLGATLRARAFSSTAPVLLQYSHDAGMSWFLVKEGCYPASAGKGCEGN
SRELSEPTMYHTGDFEEWTRITIVIPRSLASSKTRFRWIQESSSQKNVPPFGLDGVYISEPCPSYCSGHGDCI
SGVCFCDLGYTAAQGTCVSNVPNHNEMFDRFEGKLSPLWYKITGAQVGTGCGTLNDGKSLYFNGPGKRE
ARTVPLDTRNIRLVQFYIQIGSKTSGITCIKPRTRNEGLIVQYSNDNGILWHLLRELDFMSFLEPQIISIDLPQD
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AKTPATAFRWWQPQHGKHSAQWALDDVLIGMNDSSQTGFQDKFDGSIDDNWFFYPGGNIGLYCPYSS
KGAPEEDSAMVFVSNEVGEHSITTRDLNVNENTIIQFEINVGCSTDSSSADPVRLEFSRDFGATWHLLLPLC
YHSSSHVSSLCSTEHHPSSTYYAGTMQGWRREVVHFGKLHLCGSVRFRWYQGFYPAGSQPVTWAIDNV
YIGPQCEEMCNGQGSCINGTKCICDPGYSGPTCKISTKNPDFLKDDFEGQLESDRFLLMSGGKPSRKCGILS
SGNNLFFNEDGLRMLMTRDLDLSHARFVQFFMRLGCGKGVPDPRSQPVLLQYSLNGGLSWSLLQEFLFS
NSS

*Regiones de codificacion coloreadas anteriormente en la secuencia de ADN, regiones
en blanco (sin modificaciones de la fuente tales como subrayado, aplicacién de cursivas) no se
tradujeron en la proteina.

Ejemplo 2

Se aislaron las regiones de repeticion provenientes de Reelina, como se observa en el
Ejemplo 1. La region R3 se extirpd para proporcionar extremos adherentes del ADN. El gen de
Reelina se incubo con EcoRl y BatXl, y dio por resultado en la extirpacion de un segmento de
aproximadamente 6300 pb. El fragmento R3 extirpado luego se insertd en un vector viral
AAV-9 o AAV-5. El vector viral se segmento después del promotor de CMYV, si el vector posee
el promotor de CMV, tal como pMDLg/PPRE o pAD3000. Sin embargo, cuando el promotor de
CMV no esté colocado en el vector en el momento de la transfeccién, tal como con pAdEasy-
1, el promotor se agregd con el fragmento de Reelina. Se formd una estructura con los
extremos complementarios para EcoRl y BatXI, con la estructura que contuvo el fragmento de
Reelina y el promotor del CMV. La estructura se incubé con el vector en una enzima, tal como
una ligasa, formando un nuevo vector que contuvo el fragmento de Reelina y el promotor de
CMV. El vector se insertd en las células para la generacién de virus que contengan los
fragmentos Reelina.

Mientras que el ejemplo anterior analizé la R3 de Reelina, el método se utilizé para
otras variantes de Reelina entre las que se incluyen el fragmento R3-5, el fragmento R3+5, y el
fragmento R3+6, descritos en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3

Como se describid en el Ejemplo 1, se formaron fragmentos de Reelina. Las diferentes
variaciones de Reelina, entre las que se incluyen los fragmentos R3-R6, R3+R5, y R3+R6, se
examinaron utilizando ApoER2 como un reportero en un ensayo de luciferasa. Sin embargo,
otras variantes de empalme alternativas, tales como R2 (NR2), R6 (NR6), R3-C y R7-C también
se consideraron aspectos utiles de la invencion.

Los ensayos de luciferasa se realizaron para determinar el receptor ApoER2 que se
agrupa via un aumento de la emision de luz con los receptores que se agrupan, mostrados en
la figura 6. El sustrato de luciferasa se disolvid en tampén de luciferasa (1:1) y la luciferasa N-
terminal se conjugd a un primer conjunto de proteinas de las receptoras ApoER2 vy la

luciferasa C-terminal conjugada a un segundo conjunto de proteinas del receptor ApoER2. El
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ApoER2 conjugado para luciferasa se agregd a cada placa de ensayo en proporciones 1:1 (es
decir, 50 pl de luciferasa C-terminal hasta 50 pl de luciferasa N-terminal). Diferentes
variaciones de Reelina humana, véanse en las figuras 3, 7, 8 y 9, se examinaron utilizando
ApoER2 como un reportero. Después de la adicion de 5 nM de la Reelina de prueba, la mezcla
se agitd vigorosamente durante 10 min y se detecta generacion de luz.

Todos los fragmentos de Reelina de ratdn, excepto R5-6, dieron por resultado en un
aumento de 2 veces hasta 4 veces en la emision de luz, como se observa en la figura 10. El uso
de los fragmentos de Reelina humana aumentaron la sefial de emision, con un maximo que
muestra un aumento de 2.5 veces hasta 3 con respecto al control, como se observa en la
figura 11. Ademas, la actividad de la mayoria de los fragmentos de Reelina humana fue
comparable con la mayoria de Reelina efectiva a partir de la figura 10, como R3-5 humana, R3-
4 humana, y R3+R6 humana que exhibieron una actividad de luciferasa que fue
aproximadamente la misma o superior de R3-6. R3+R5 humana exhibieron aproximadamente
el 50% de actividad de R3-6, o fue comparable con R3+R6, R3+R5 y R4+R6, véase en la figura
10. Como se observa en la figura 12, los fragmentos de ratén y humanos fueron ambos
efectivos para inducir el agrupamiento de receptores como resulta evidente por el aumento
en la sefalizacion de luciferasa.

Ejemplo 4

Los efectos de la sefializacidn y procesamiento de células con Reelina se analizaron al
probar la activacion del receptor ApoER. Un trabajo reciente ha resaltado la importancia de la
sefalizacion de Reelina en el aprendizaje normal en la memoria (Weeber, et al. Reelin and
ApoE receptors cooperate to enhance hippocampal synaptic plasticity and learning. J Biol
Chem 2002, 277:39944-39952), asi como los casos patolégicos donde se perturba esta
sefalizacion. Por ejemplo, los receptores de lipoproteinas tienen una funcion en los procesos
cognitivos y esta familia de receptores esta implicada en los procesos patoldgicos que sirven
de base en el progreso de la enfermedad de Alzheimer (AD). Dos de los ligandos principales
para estos receptores, apoE y Reelina, parecen tener capacidades de sefializacion que pueden
impactar significativamente la funcion sinaptica. APC actualmente es un modulador candidato
de la sefializacion de Reelina, ya que parece tener las porciones estructurales para unirse a
ApoER2 y activar los efectores en la direccidn 3’. Es de inmensa relevancia cientifica y clinica
que la modulacion APC de la sefializacion de Reelina que serd probada, ya que podria
proporcionar posibilidades terapéuticas novedosas.

Se analizaron los efectos de la Reelina de la activacion del receptor ApoER y los
procedimientos de sefializacion. Un cultivo neuronal primario se produjo a partir de ratones
embrionarios de 17 dias y se dejo crecer en medio Neurobasal sin suero (Gibco BRL)
suplementado con B27 (Gibco BRL) y L-glutamina a 37°C en CO; al 5%. Se dejé que las células

maduraran en cultivos durante 8 dias. Los cultivos se trataron con 200 uM de un fragmento
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de Reelina purificada que representa las repeticiones 3-6 (R3-6). Las células se lisaron en los
momentos especificos (0, 10, 30, 60, 120 6 240 minutos) después del tratamiento con Reelina.
La transferencia Western para la expresion de ApoER2 total, AKT, la fosforilacidn de AKT, la
quinasa regulada extracelular (ERK) fosforilada y la quinasa regulada extracelular (ERK) total se
determind y se estandarizd para no tratamiento (tiempo 0). El estado de fosforilacion de la
ERK es una deteccién directa de la actividad de la ERK y representa la activacién del
procedimiento de sefializacion en la direccion 5.

Una transferencia Western representativa, observada en la figura 13(A) muestra una
expresion de ApoER2 relativamente estable. Cuando se normalizd a actina, la expresion de
ApoER2 se encontré que cae durante los primeros 30 minutos después de la exposicidn a
Reelina, seguida por la estabilizacion de los niveles de expresion, como se observa en la figura
13(B). Los niveles de AKT disminuyeron durante 60 minutos después de la exposicién a
Reelina, mientras que aumento la AKT fosforilada, como se observa en la figura 13(A). La
normalizacién de AKT y pAKT a actina reflejo las tendencias de la transferencia, con los niveles
de AKT que disminuyeron durante 60 minutos después de la exposicidn a la Reelina, seguida
por un aumento de regreso a los niveles preexposicion, como se observa en la figura 13(D). La
AKT fosforilada aumenté dramdticamente a través de los 60 minutos después de la
exposicion, luego, disminuyd rapidamente a los niveles previos de exposicion, como se
observa en la figura 13(C). La ERK total parecid consistente a través del experimento, mientras
que la ERK fosforilada 1 y 2 se observd a los 10 minutos y 240 minutos después de la
exposicion a Reelina, como se observa en la figura 13(A). La normalizaciéon de ERK y pERK1/2 a
actina coincidid con las tendencias de la transferencia, mostrando una fuerte fosforilacion a
los 10 minutos después de la exposicidn a Reelina con un aumento ligero secundario a los 240
minutos después de la Reelina, como se observa en la figura 13(E) y 13(F). se encontré que la
proporcion de pERK a ERK total fue al maximo a los 10 minutos después de la Reelina, lo cual
luego disminuyd lentamente a través de 120 minutos después de la Reelina, y un aumento
ligero después de esto, como se observa en la figura 13(G).

Para confirmar que los resultados no fueron especificos para el fragmento de Reelina
utilizado (R-3-6), el experimento de cultivo neuronal primario se repitié con otros fragmentos
de Reelina, como se observa en la figura 14(A). Los cultivos neuronales primarios se trataron
con 200 uM de fragmentos de Reelina purificada representando la secuencia en humanos de
repeticiones de Reelina R3 y R5 (hR3+5), repeticiones en humanos R3 y R6 (hR3+6)
repeticiones de Reelina en ratones R3 hasta 6 (R3-6) N-terminal en ratén hasta la repeticion
R2 (NR2) y Reelina de longitud total que consistio de la secuencia de longitud total y todos los
fragmentos de origen natural (FR). El control (ctrl) consistié de células no tratadas. La Reelina
se incubd sobre las células durante 60 minutos. Las células se lisaron y se realizaron

transferencias Western como se describid anteriormente para la ERK total y la ERK fosforilada.
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Una transferencia Western representativa, observada en la figura 14(A) mostré que el
tratamiento con Reelina no tuvo un efecto visible sobre los niveles totales de ERK. De hecho,
normaliza los resultados a actina mostré que los fragmentos recombinantes de Reelina
humana (hR3+5 y hR3+6) dio por resultado en una ligero caida en los niveles totales de ERK,
como fue con la Reelina de longitud total, como se observa en la figura 14(C), mientras que el
fragmento de raton (R3-6 y NR2) tuvo un ligero aumento en la ERK total. Sin embargo, los
fragmentos recombinantes de Reelina humana (hR3+5 y hR3+6) dieron por resultado en
fuertes aumentos en la ERK1/2 fosforilada, similares al tratamiento con Reelina de longitud
total, como se observa en la figura 14(B). El fragmento de Reelina de ratén formado de las
repeticiones 3-6 (R3-6) mostrd un ligero aumento en la ERK fosforilada, que se superpone con
el control. Al contrario, el fragmento N-terminal de ratdon (NR2) mostré una caida en la ERK
fosforilada. Compara los niveles de la ERK fosforilada a la ERK total mostré que el fragmento
de raton R3-6 que mostro fosforilacion fue aproximadamente el equivalente a la ERK total
(1.15 para R3-6), lo cual se conforma a los resultados observados en la figura 13(G). Los
cultivos control con tratamiento simulado tuvo una proporcién de 1.09. El fragmento N-
terminal de ratén no activdo la fosforilacion de ERK, ya que los niveles fueron de
aproximadamente el 50% del control (0.53). Los fragmentos de Reelina humana (R3+5 y R3+6)
dieron por resultado en la fosforilacion de ERK (2.22 y 2, respectivamente), lo cual fue similar
a la Reelina de longitud total (2.5). Estos resultados muestran que los fragmentos de Reelina
humana exhiben efectos mas fuertes sobre la sefalizaciéon de ApoER2 de los fragmentos de
ratdn, y probablemente seran mas eficaces en los tratamientos.

Ejemplo 5

Se realizaron los efectos de la Reelina sobre las vias celulares mediante la prueba para
las modificaciones de la proteina de la via de Reelina. Los cambios en el complemento del
fragmento de Reelina parecen estar correlacionados con las alteraciones en la sefalizacion de
Reelina en la direccién 3’, como se indica por la fosforilacion del componente en la direccion
3’ principal, Dab-1.

La fosforilacion de DAB-1 se analizé utilizando un reportero de DAB-1 conjugado con
VLDLR y ApoEr. El cultivo neuronal primario se preparo a partir de ratones embrionarios en el
dia 17 como se analizd anteriormente. Se dejo que las células maduraran en cultivo durante 8
dias. Las placas (96 pocillos, 24 pocillos) se recubrieron con 0.1 mg/ml (0.01%) de solucién de
poli-L-lisina (diluida a partir de 1 mg/ml) con 50 pL o 100 pl de poli-L-lisina agregada a cada
pocillo. El pocillo o los pocillos se incubaron 37°C durante un minimo de 1 hora vy la solucién se
retiré mediante aspiracion al vacio u otros medios. Los pocillos se lavaron con 150 ul de agua.
Las células se suspendieron 1:10 en medio de alta glucosa y se agregaron a placas hasta una
confulencia de 80-90% (durante 20-24 horas).

Opti M (s/c suero aka no completo) y medio completo de alta glucosa se calentaron a
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37°C. Se agregd Opti-M (500 pl) a cada uno de los dos tubos Eppendorf. Se agregé ADN (20 pl)
al primero de los dos tubos Eppendorf y se agregd lipofectamina (20 pl) al segundo tubo
Eppendorf. El contenido de cada tubo se mezcld y las dos soluciones se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos. El ADN para las dos proteinas de fusion ApoER2 y
la lipofectamina se mezcld conjuntamente y se incubd a temperatura ambiente durante 20
minutos. La mezcla de transfeccién se agregd a 10 pl por cada pocillo de una placa de 96
pocillos que contuvo las células y la mezcla incubada.

Después de 48 horas, se midid la actividad de luciferasa. El fragmento de Reelina R3-6
se sometid a ebullicion a 100°C durante 10 min para servir como un control. El sustrato de
luciferasa se disolvio en tampodn de luciferasa (1:1) y se agregd luciferasa a cada placa
transfectada en proporciones de 1:1 (es decir, 50 pL de luciferasa a 50 pL de solucién de
transfeccion). La mezcla se agitd vigorosamente durante 10 min y se detectd la generacién de
luz.

Con la unidn de Reelina, el tratamiento con Reelina de longitud total dio por resultado
en efectos reproducibles sobre Dab-1, con poca alteracién en el estado de fosforilacidn como
se observa en las figuras 15 y 16. Por el contrario, en contacto con los cortes hipocampicos
con el fragmento R3-6 mostré un efecto dependiente del tiempo sobre la fosforilacién de
Dab-1, como se observa en las figuras 17 y 18. Los monocitos tratados con APC demostraron
niveles activos aumentados de Dabl (Tyr220-p), Akt Serd73-p, y GSK3B Ser9-p. el pre-
tratamiento con RAP o el desmontaje de ApoER2 se encontrdé que atenua estos efectos,
mientras que los inhibidores de EPCR y PAR1 no tuvieron efecto. De manera interesante, se
encontrdé que APC se unen a ApoER2 con 30 nM de afinidad, pero no a VLDLR soluble. Para
relacionar los efectos de APC para la sefalizacion de ApoER2, se encontré que la proteina
receptor asociada (RAP) bloquea la inhibicién mediada por APC de la actividad pro-coagulante
del factor de tejidos inducido por endotoxina de las células U937.

Se ha descubierto recientemente que las moléculas de Reelina forman complejos de
orden superior in vitro e in vivo, tales como Fc-RAP. Esta observacion se definio
adicionalmente, al mostrar que la Reelina se secreta in vivo como un homodimero enlazado a
disulfuro. La supresion de una region corta, denominada el epitope CR-50, ubicada en el
término N de la molécula anula la oligomerizacién. Esta Reelina mutada fracasa en inducir
eficientemente la fosforilaciéon de Dabl en neuronas primarias de ratén. Similarmente, el
anticuerpo contra el epitope CR-50 antagoniza con la funcién de Reelina in vitro e in vivo.

La RAP es una proteina intracelular que se puede unir con muy alta afinidad a la
familia de receptores de lipoproteinas. La proteina de fusién Fc-RAP es una proteina disenada
por ingenieria consiste de dos moléculas de RAP conectadas para formar una configuracion de
“campana muda” en bruto utilizando la region Fc de un anticuerpo. En lugar de la unién vy la

inhibir a ApoER2 y VLDLR, la Fc-RAP puede provocar el agrupamiento de receptores vy la
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activacion de ApoER2. La adicidn de Fc-RAP tiene el efecto idéntico de la aplicacidn de Reelina
al aumentar la induccién de LTP, como se observa en la figura 19. La diferencia principal es
que la Fc-RAP probablemente se unira a todos los receptores de lipoproteina, pero
Unicamente a los agrupamientos de ApoER2 y VLDLR.

El agrupamiento de ApoER2 y/o VLDLR induce la fosforilacién de Dab1 y los casos de la
direccion 3’ que incluyen la activacion de las SFK y la modulacién de PKB/Akt. Ademas, la
modulacion de la potenciacién a largo plazo (LTP), uno de los efectos bioldgicos de la Reelina,
también se imita por el agrupamiento del receptor independiente de Reelina. Estos hallazgos
sugieren en gran medida que la dimerizacién u oligomerizacién inducida por receptores es
suficiente para la fosforilacion de la tirosina Dab1 y los casos de sefializacién en la direccion 3’
sin la necesidad de un co-receptor adicional que proporcione una actividad de la tirosina
quinasa. Sin estar unidos a ninguna teoria especifica, esto sugiere que el potencial terapéutico
de los fragmentos de Reelina es a través de la dimerizacion de receptores adecuados vy la
sefalizacion en la direccion 3'.

Ejemplo 6

La Reelina tiene la capacidad de potenciar las respuestas glutamatérgicas de CAl. En
neuronas hipocampicas cultivadas, se requiere la sefializacién de Reelina para el desarrollo
normal de estructuras dendriticas. En ausencia de Reelina o la proteina Dabl adaptadora
intracelular, las neuronas exhiben un crecimiento dendritico atrofiado y una reduccion en las
ramificaciones dendriticas, un fenotipo andlogo al que se observa en las neuronas que
carecen de los receptores de Reelina ApoER2 y VLDLR (Niu, et al., Reelin promotes
hippocampal dendrite development through the VLDLR/ApoER2-Dabl pathway. Neuron.
2004; 41:71-84). EI HRM exhibe un déficit en el aprendizaje acondicionado por miedo
contextual dependiente del hipocampo y la plasticidad sindptica en el area CAl del
hipocampo. Se cree que estos fenotipos del comportamiento y fisioldgicos del HRM son
debidos en parte a una conectividad sinaptica reducida o inhibida. Esto se apoya por la
observacion de que los HRM tienen una reduccion en la densidad de las espinas.

Los cultivos neuronales hipocampicos y corticales mezclados se obtuvieron a partir de
embriones de ratones embrionarios en los dias (E) 18-19. Las células se colocaron en placas a
densidad alta (~750 células mm™), y crecieron en medio Neurobasal (Gibco BRL)
suplementado con B27 (Gibco BRL). Las células se sub-cultivaron cuando la confluencia llego al
80%.

ApoER2 esta presente pos-sinapticamente y forma un complejo funcional con NMDAR
en CAl. La derivacion de mEPSC-NMDA se ilustra en las figuras 20(A), 20(B) y 21(A), 21(B),
21(C) y 21(D). Las células tratadas con simulador tuvieron una corriente pos-sindptica
excitatoria en miniatura debido a que los receptores de NMDA (mEPSCywpa) No se cambiaron

significativamente en comparacién con el mismo antes del tratamiento simulado (p> 0.05). Se
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encontré que el tratamiento con Reelina aumenta significativamente la amplitud de
mEPSCNMDA (p <0.001).

Para verificar adicionalmente que la respuesta de NMDAR sinaptica se aumenté como
resultado de los efectos pos-sindpticos de la Reelina, se analizd el coeficiente de variacion (CV)
de la corriente de células enteras de NMDAR evocadas sindpticamente. Cuando se graficaron
las proporciones 1/CV2 contra las proporciones medias de EPSCympa antes y después de una
aplicacion de Reelina por 30 minutos en nueve experimentos, no se establecid ninguna
correlacion, véase en las figuras 21(C) y 21(D). Sin embargo, las proporciones 1/CV2
permanecieron relativamente sin cambio a través de las proporciones medias de las de
variacion EPSCyvpa, confirmando la activacion de Reelina través de un mecanismo pos-
sindptico en CA1 para mejorar la actividad de NMDAR.

El tratamiento cronico con Reelina puede aumentar el componente AMPA de la
respuesta sinaptica, alterando la cinética de EPSCympa Y la sensibilidad a ifenprodilo. Se probd
el efecto de la Reelina en CA1l sobre los niveles de expresion de las subunidades AMPAR y
NMDAR. Los niveles tanto totales como superficiales de GIuR1, NR1, NR2A, y NR2B se
soldaron mediante transferencia Western. GluR1, una subunidad AMPAR que se expresa cada
vez mas durante la maduracidon del desarrollo y sometida a trafico regulado durante la
plasticidad sindptica, se analizé sobre las superficies de células CA1.

Las figuras 22(A), 223(B) y 22(C) muestra que el tratamiento con Reelina aumenté
significativamente los niveles de GluR1 superficial en comparacién con grupos tratados
simulados, indicando que la expresion regulada y la insercién superficial via mEPSCawmpa
aumentado y la proporcion de corriente AMPA/NMDA después de un tratamiento crénico con
Reelina. No se observaron cambios de los niveles de NR1 ya sea superficiales o totales. En
comparacion, los niveles de expresiéon de NR2A tanto totales como superficiales se
aumentaron significativamente después del tratamiento con Reelina versus el tratamiento
simulado. Ademas, los niveles de la proteina NR2B tanto totales como superficiales
disminuyeron significativamente después del tratamiento con Reelina. El tratamiento
simulado no tuvo efecto sobre los diferentes niveles subunitarios del receptor de glutamato
en comparacion con los grupos control no tratados.

Se analizaron los efectos de la Reelina sobre dendritas hipocampicas. Las células
hipocampicas se cultivaron a partir de embriones de HMR y se crearon a partir del tipo
silvestre de 6-7 dias de edad, HRM y ratones deficientes de Reelina y tratados con 5 nm de
Reelina durante 21 dias. El tratamiento de cultivos organotipicos consistié de una aplicacion
repetida de Reelina 5 nM cada 3 dias durante 21 dias o medios de células HEK no
transfectadas. Las células se cultivaron como se describié anteriormente y se inyectd un tinte
fluorescente en las células neuronales mediante la administracién una corriente con pinza de

parche de células completas y las células se visualizaron bajo el microscopio confocal después
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de la fijacion.

Las espinas dendriticas son pequefias protrusiones que cubren la superficie de las
dendritas y portan las estructuras pos-sindapticas que forman las sinapsis excitatorias.
Configuraciones anormales o nimeros reducidos de espinas dendriticas se encuentran en una
serie de enfermedades cognitivas. Una reduccidn en el nimero de espinas dendriticas sugiere
que un nivel constitutivo de sefializacién mediada por receptores de Reelina/lipoproteina se
retire para el desarrollo de estructuras dendriticas, lo cual es decisivo para un procesamiento
intensivo de informacidn mediante las neuronas. Este concepto estd de acuerdo con los
estudios que muestran que los ratones aspadores heterocigotos (HRM) exhiben densidades
reducidas de las espinas dendriticas y desempefio perjudicado en ciertos comportamientos de
aprendizaje y memoria.

Las neuronas hipocampicas cultivadas tuvieron espinas dendriticas significativamente
menores, un fenotipo que se puede rescatar mediante la adiciéon de Reelina recombinante
exogena al cultivo. Las células de HRM tratadas con Reelina mostré un aumento en la
densidad de las espinas dendriticas después de 21 dias en comparacidon con neuronas que
coincidieron en la edad provenientes de un cultivo tipo silvestre, como se observa en la figura
23(B). Por el contrario, la aplicacion simulada (medios acondicionados a partir de células no
transfectadas establemente) no mostré cambio en la densidad de espinas, como se observa
en la figura 23(C). El mismo experimento en ratones anestesiados con Reelina mostré que la
aplicacion de Reelina también rescato la densidad de las espinas dendriticas en comparacion
con los controles simulados, como se observa en las figuras 23(C) y 23(F). Ambas células
tratadas con Reelina se asemejan a la morfologia de las espinas dendriticas observada en
células WT, como se observa en la figura 23(D), y cuando se cuantificaron, las espinas
dendriticas aumentaron significativamente en los cultivos de HRM tratados con Reelina en
comparacion con los controles tratados con simulado y fueron similares a los niveles de
densidad de las espinas observados en cultivos tipo silvestre, como se observa en la figura
24(A).

Para verificar que este protocolo de aplicacion representd una aplicacién crénica de
Reelina, y la Reelina no se degradara o se eliminara activamente de los medios, los inventores
retiraron 15 ul de los medios provenientes de las placas de cultivo en los momentos 0, 6, 12,
24, 48, 72, y 96 horas después de la aplicacion Reelina. Los analisis de transferencia Western
de estas alicuotas no mostraron degradacion o reduccion en la Reelina, como se observa en la
figura 25. De esta forma, el aumento en la densidad de las espinas es debido a la Reelina
presente en los niveles fisioldgicos relevantes para la aplicacion total de 21 dias.

Ejemplo 7

Los receptores de lipoproteinas tienen una funcidn en los procesos cognitivos y esta

en la familia de receptores implicada en los procesos patoldgicos. Dos de los principales
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ligandos para estos receptores, apoE y Reelina, parecen tener capacidades de sefializacion
que pueden impactar significativamente la funcién sindptica. Los heterocigotos con Reelina
muestran déficit en la funcion sindptica tanto de plasticidad como cognitiva. Reduccién de
aproximadamente el 50% de la expresidn de Reelina da por resultado en déficit en la funcién
sindptica tanto de plasticidad como cognitiva (Qiu, et al., Cognitive disruption and altered
hippocampus synaptic function in Reelin haploinsufficient mice. Neurobiol Learn Mem. 2006;
85:228-242). Un trabajo reciente ha resaltado la importancia de la sefializacion de Reelina en
el aprendizaje normal y la memoria (Weeber, et al. Reelin and ApoE receptors cooperate to
enhance hippocampal synaptic plasticity and learning. J Biol Chem 2002, 277:39944-39952),
asi como los casos patoldgicos donde se perturba esta seializacion. EI APC actualmente es un
modulador candidato de la senalizacién de Reelina, ya que parece tener las porciones
estructurales para unirse a ApoER2 y activar los efectores en la direccién 3'.

Para confirmar los efectos de aprendizaje y cognitivos de la Reelina, se infundieron
bilateralmente ratones con la RAP (proteina asociada a receptor) antagonista de la
lipoproteina, que bloquea efectivamente la union de Reelina a sus receptores.

Ratones C57BL/6 de diez semanas de edad (n = 55, machos) se alojaron bajo
condiciones normales (20°C, 50% de humedad relativa, y un ciclo de luz/oscuridad de 12-h) y
se permitié la administracién de agua y alimento ad libitum. Después de la normalizacion al
ambiente, los ratones se separaron en grupos, tratamiento falso (sin inyeccién) sin choque,
inyeccion de RAP con choque, tratamiento falso (sin inyeccidn) con choque, y tratamiento con
Reelina con choque. Los animales tratados con Reelina consistieron de una inyeccién de 2 pl
con la proteina de Reelina purificada, recombinante de longitud total, a una concentracion de
5 nM. 3 horas después del tratamiento, se realizd un acondicionamiento de temor contextual.
Se tomaron las precauciones necesarias para reducir el dolor y el sufrimiento de los animales
a todo lo largo del estudio. Todos los estudios se realizaron por personal sin conocimiento de
la condicion del tratamiento. En el momento del tratamiento, los ratones tuvieron un peso de
12-45 g.

Para una inyeccion bilateral, los ratones se anestesiaron con isoflurano y se colocaron
sobre un aparato para cirugia estereotaxica (Stoelting Co.). Se realizé una incision sagital en la
mitad del craneo, y la piel se impulsé suavemente de regreso para agrandar la abertura. Se
perforaron dos orificios a través del craneo para permitir el paso de una aguja Hamilton a
través del cerebro, en los ventriculos (AP-0.35 mm, L £ 0.75 mm, y V-2.5 mm a partir del
bregma). Los ratones se inyectaron bilateralmente con 0.5 ul de control simulado o Reelina
para proporcionar una concentracion hemisférica total de 5 nm de Reelina a una velocidad de
1 pl/min, como se establecié anteriormente (Weeber, et al., Reelin and ApoE receptors
cooperate to enhance hippocampal synaptic plasticity and learning. J. Biol. Chem. 2002;

277:39944-39952; Rogers, et al., Reelin supplementation recovers sensorimotor gating,
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synaptic plasticity and associative learning deficits in the heterozygous reeler mouse. J.
Psychopharmacol. 2013; 27:389-395). La aguja luego se retird, los orificios se sellaron con
cemento dental, y se suturaron las incisiones. Los ratones se observaron posoperatoriamente
durante 2 h en jaulas individuales sobre una almohadilla de calentamiento tibia. Se midio la
temperatura rectal diariamente para monitorear las respuestas inflamatorias o infecciosas;
cualquier ratén con una temperatura de 37.78°C (100.5°F) o mayor se sacrificd via inhalacion
con CO,. Se dejo que los animales se recuperaran durante 5 dias. Se mostrd anteriormente
que el curso de tiempo es dptimo para una inyeccidon pos-intraventricular para examen de
comportamiento (Rogers, et al., Reelin supplementation enhances cognitive ability, synaptic
plasticity, and dendritic spine density. Learn. Memory. 2011; 18:558-564; Rogers, et al., Reelin
supplementation recovers sensorimotor gating, synaptic plasticity and associative learning
deficits in the heterozygous reeler mouse. J. Psychopharmacol. 2013; 27:389-395).

En entrenamiento para acondicionamiento de temor se condujo en una cdmara para
atenuacion de sonidos cuadrada (25 x 25 cm) con un piso de rejilla de alambre. En el
entrenamiento, los ratones se colocaron en la cdmara con el ruido blanco antecedente y se
dejaron explorar durante 3 min antes de que se presentara el estimulo acondicionado (tono
de 90 dB) durante 30 s. A los 28 s, el estimulo no acondicionado [un choque leve en las patas
(0.5 mA)] se administré durante un total de 2 s. Después de un periodo de 90 s, un condujo un
segundo pareamiento de estimulo acondicionado/estimulo no acondicionado, seguido por
otro periodo de 90 s, durante un total de 7 min. El acondicionamiento de temor contextual se
condujo 24 h después del entrenamiento en la misma camara, sin ningln tono, durante 3 min,
y se evalué la inmovilizacion.

El acondicionamiento al temor complementado se condujo después del ensayo
contextual, en el cual la camara se alteré mediante aroma, iluminacion y textura del piso. Los
ratones se colocaron en la cdmara alterada y se les administré una fase de habituacion de 3
min (sin tono) seguida por el estimulo acondicionado de 90 dB (tono) durante los ultimos 3
min para la prueba. El comportamiento se monitoreo via el software ANY-Maze (Stoelting
Co.). La inmovilizacién se evalué como la inmovilidad durante al menos 2 s.

Los ratones tratados en falso que no recibieron choque de entrenamiento exhibieron
muy poca inmovilizacion, con sélo aproximadamente el 15% de inmovilizacidn de los ratones
con la audicién del tono. Para los ratones sin inyecciones, pero que recibieron entrenamiento
por choque, aproximadamente el 70% se inmovilizaron con la audicion del tono, que se
superd Unicamente por los ratones tratados con Reelina, que exhibieron una tasa de
inmovilizacion del 90%, como se observa en la figura 26(A). En comparacion, la administracion
de RAP, que inhibe la unidon del receptor de Reelina, redujo la respuesta al tono Unicamente al
45%, aunque los ratones se entrenaron por choque. El analisis mostré que hubo una

diferencia significativa en la respuesta entre los ratones no tratados, pero entrenados por
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choque y los ratones tratados con RAP.

Los ratones también se expusieron a una prueba de laberinto Water.

El laberinto Water con plataforma escondida se utilizd para evaluar el aprendizaje
espacial y la memoria. Una plataforma de 10 cm de didmetro se sumergié justo por debajo de
la superficie en una piscina de 1.2 m de diametro sin agua opaca, suficientemente profunda
para que los ratones no pudieran tocar el fondo. Se colocaron alrededor de la sala grandes
sefiales visuales. Los ratones se colocaron en la piscina y se permitid que nadaran durante un
maximo de 60 s para que encontraran la plataforma. El entrenamiento consistié de cinco dias
de entrenamiento con cuatro ensayos al dia, separadas por un intervalo entre ensayos de 15
min. En los dias seis y ocho, la plataforma se retird y se utilizé el software de video-rastreo
ANY-Maze (Stoelting Co.) para rastrear cada patrén de nado de raton durante 60 s (ensayos
con sonda).

Una inyeccion Unica de Reelina en los ventriculos mejord el aprendizaje espacial en el
laberinto Water con plataforma escondida, como se observa en la figura 26(B). Los ratones
que se volvieron a entrenar para encontrar una ubicacion diferente de la plataforma (opuesta)
en el dia 6 continuaron mostrando una capacidad aumentada de aprendizaje en comparacion
con los ratones inyectados con solucion salina. Los ratones que recibieron una sola inyeccidn
de Reelina 5 dias antes del entrenamiento mostraron una menor latencia para encontrar la
plataforma en el dia uno. La latencia para encontrar la plataforma se redujo significativamente
después de una sola exposicidn al paradigma de entrenamiento, como se observa en la figura
26(C). Los ratones que se volvieron a entrenar para encontrar una ubicacion diferente de la
plataforma continuaron mostrando diferencias entre las inyecciones de Reelina y solucion
salina. Las velocidades de nado y otras mediciones de actividad entre los animales tratados y
no tratados permanecieron iguales. Estos datos ilustran dramaticamente la capacidad de la
Reelina para modular el aprendizaje y la formacion de memoria in vivo y la importancia de la
investigacion destinada a identificar los mecanismos que controlan el procesamiento de las
proteinas de Reelina y la forma en que los fragmentos modulan posteriormente la funcion
cognitiva.

Las pruebas funcionales mostraron que los menores niveles de Reelina dieron por
resultado en un aprendizaje asociativo reducido. El efecto de la deficiencia de Reelina sobre la
funcidn sinaptica se compensa cuando se mejoran las concentraciones de Reelina. La infusion
directa del ventriculo bilateral del fragmento recombinante de Reelina se complementa 3
horas antes del entrenamiento de acondicionamiento al temor asociativo con la formacion
mejorada de memoria cuando se probo 24 horas después del entrenamiento en ratones tipo
silvestre de 3-4 meses de edad, como se observa en las figuras 26(A), 26(B) y 26(C). Estos
resultados demuestran un requerimiento de Reelina para la formacion normal de memoria y

el surgimiento a la cuestion interesante de si el aumento de sefializacién de Reelina puede
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mejorar la memoria.

Luego se analizo el efecto del condicionamiento al temor contextual sobre los niveles
de Reelina. Los ratones tipo silvestre se entrenaron con un protocolo de acondicionamiento al
temor contextual (CFC), de 3 choques como se analizd anteriormente. Se utilizaron ratones sin
choque (CS) como un control negativo y los ratones expuestos al contexto, de control
negativo y con choques (CS/US) tuvieron su hipocampo retirado a los 1, 5, 15, 30, y 180
minutos después del entrenamiento, asi como a las 18 horas después del entrenamiento (n =
4, punto de tiempo), y los homogenados del hipocampo se analizaron utilizando anti-Reelina
(G10).

El aprendizaje acondicionado al temor produce un cambio dramatico en la expresion
de Reelina y el complemento fragmentario durante las 18 horas después del
acondicionamiento al temor contextual, en particular en los fragmentos de 450 y 180 kDa,
como se observa en las figuras 27(A) y 27(B). Ademas, la estimulacion por rafagas theta
suministrada a la via colateral Schaffer condujo a aumentos significativos en la expresién de
Reelina y la segmentacion de fragmentos a los 15 minutos después de la estimulaciéon, como
se observa en la figura 27(A) y 27(B). Estos resultados muestran que la integracién y control de
la sefalizacion de Reelina responsable de las alteraciones en la plasticidad sindptica y la
modulacion del aprendizaje y la memoria implica el procesamiento de la Reelina en
fragmentos funcionalmente distintos.

Ejemplo 8

La sefalizacién de Reelina esta implicada en una variedad de cambios fisioldgicos para
la sinapsis excitatoria, asi como la funcién cognitiva normal en mamiferos. Un trabajo reciente
ha resaltado la importancia de la sefializacion de Reelina en el aprendizaje normal y la
memoria (Weeber, et al. Reelin and ApoE receptors cooperate to enhance hippocampal
synaptic plasticity and learning. J Biol Chem 2002, 277:39944-39952), asi como los casos
patologicos en donde se perturba esta sefializacion. EI APC actualmente es un modulador
candidato de la sefalizacién de Reelina, ya que parece tener las porciones estructurales para
unirse a ApoER2 y activar los efectores en la direccién 3.

Los receptores de lipoproteinas tienen una funcidn en los procesos cognitivos y esta
familia de receptores estd implicada en los procesos patolégicos que sirven de base en el
progreso de la enfermedad de Alzheimer (AD). Dos de los principales ligandos para estos
receptores, apoE y Reelina, parecen tener capacidades de sefializacién que pueden impactar
significativamente en la funcion sinaptica, interactuar directamente con la APP y modulan su
metabolismo, y son sensibles a la acumulacién de AB. La acumulacion de AB interrumpe la
sefializacion del receptor de lipoproteina, dando por resultado en la interrupcién
concomitante de la funcion cognitiva. Ademas, la interferencia de sefializacion del receptor

Reelina y/o lipoproteina da por resultado en un metabolismo aberrante de la APP y un
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intercambio de AB que a su vez empeora la acumulaciéon de AB y la deposicidon de placas. Por
lo tanto, una sefializacion aumentada de Reelina a través de la aplicacion directa de la
proteina Reelina, o mediante terapia génica de ADN o estructuras de ARN, o el uso de otros
agonistas del receptor de lipoproteinas se puede utilizar para mitigar la interrupcién vy
progreso cognitivo dependiente de AB de la patologia de placas.

Un apoyo para la funcion de la protedlisis de Reelina en una enfermedad humana se
ha encontrado en trastornos tanto neuropsiquidtricos como neurodegenerativos. Por
ejemplo, el fragmento N-R2 esta aumentado en pacientes con AD y demencia frontotemporal,
en comparacion con pacientes no dementes (Sdez-Valero, et al., Altered levels of
cerebrospinal fluid reelin in frontotemporal dementia and Alzheimer’s disease. J. Neurosci.
Res. 2003; 72:132-136; Botella-Lopez, et al. Reelin expression and glycosylation patterns
arealtered in Alzheimer’s disease. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2006; 103:5573-5578). En
pacientes con diagndstico confirmado de depresion y trastorno bipolar, se encuentra que el
fragmento N-R2 se disminuird en muestras sanguineas, mientras que se aumenta en
pacientes con esquizofrenia el fragmento N-R6 (Fatemi, et al., Altered levels of Reelin and its
isoforms in schizophrenia and mood disorders. Neuroreport. 2001; 12:3209-3215). La Reelina
también puede desempefiar una funcidn del control de convulsiones: modelos de epilepsia
tuvieron un procesamiento alterado de Reelina (Tinnes, et al., Epileptiform activity interferes
with proteolytic processing of Reelin required for dentate granule cell positioning. FASEBJ.
2011; 25:1002-1013; Tinnes, et al., TIMP-1 inhibits the proteolytic processing of Reelin in
experimental epilepsy. FASEBJ. 2013; 27:2542-2552; Kaneko, et al., Kainic acid-induced golgi
complex fragmentation/dispersal shifts the proteolysis of reelin in primary rat neuronal cells:
an in vitro model of early stage epilepsy. Mol. Neurobiol. 2016; 53:1874-1883), lo cual puede
ser dependiente de MMP. Estas diferencias en los niveles de fragmentos de Reelina sefialan
una importancia en los niveles de Reelina y la disfuncion proteolitica en estados de
enfermedad.

La prueba de Reelina indica que el metabolismo de la Reelina se altera en tres
modelos de raton para la AD (PS1-FAD, SweAPPxPS1, y Tg2576). Tg2576 (SweAPP), PS1-FAD
(M146L) y 2X (SweAPP x M146L) tipo silvestre de catorce meses de edad (camadas no
alteradas), se alojaron bajo condiciones normales (20°C, 50% de humedad relativa, y un ciclo
de luz/oscuridad de 12-h) se les permitié beber agua y tomar alimentos ad libitum. Después
de la normalizacién al ambiente, los cortices de los ratones se retiraron y los lisados se
ejecutaron en transferencias Western para diferentes fragmentos de Reelina. El metabolismo
de la Reelina se alteré en tres modelos de ratén para la AD (PS1-FAD, SweAPPxPS1, y Tg2576),
como se observa en la figura 28(A). No se detectaron diferencias significativas en los
productos de Reelina 450, 190 y 180 kDa en Tg2576 contra tipo silvestre, aunque las especies

N-terminales no identificadas reconocidas por G10 se elevaron significativamente en los
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ratones Tg2576 y 2X. Por el contrario, los productos de Reelina 450 y 180 kDa se elevaron
significativamente en ratones PS1-FAD y 2X. Estos cambios en el complemento del fragmento
de Reelina parecen estar correlacionados con las alteraciones en la sefializacion de Reelina en
la direccion 3’. La prueba de los cortices para fosforilacion del mayor componente en la
direccion 3’, Dab-1, mostré una fosforilaciéon aumentada de DAB-1 y los SweAPPXPS1 y PS1-
FAD, y disminuyeron significativamente en el ratén SweAPP individual (Tg2576), como se
observa en la figura 28(B). Estos datos sugieren que el metabolismo de la Reelina es
particularmente sensible a los cambios en el procesamiento de la APP y/o la acumulacién de
AB.

Las alteraciones en las composiciones del fragmento de Reelina y la fosforilacién de
Dab-1 en los ratones Tg2576 pueden representar un sistema comprometido de la sefializacion
de Reelina, un fendmeno que si es verdadero podria ser responsable de los déficits de
plasticidad sinaptica reportados en estos ratones (Mitchell, et al., X11beta rescues memory
and long-term potentiation deficits in Alzheimer's disease APPswe Tg2576 mice. Hum Mol
Genet. 2009; 18:4492-4500; Kotilinek, et al., Cyclooxygenase-2 inhibition improves amyloid-
beta-mediated suppression of memory and synaptic plasticity. Brain. 2008; 131:651-664;
Jacobsen, et al., Early-onset behavioral and synaptic deficits in a mouse model of Alzheimer's
disease. Proc Nat/ Acad Sci U S A. 2006; 103:5161-5166).

Para determinar el efecto de la Reelina exdgena, cortes hipocampales agudos
provenientes de ratones Tg2576 de 8 meses de edad se perfundieron con 5 nM del
complemento fragmentario de Reelina recombinante R3-6. La aplicaciéon del fragmento de
Reelina rescato el defecto de la LTP en ratones de Tg2576 envejecidos, como se observa en la
figura 28(C), lo que sugiere que la maquinaria bioquimica y estructural implicada en la
direccidon 3’ de la sefalizacion de Reelina del procesamiento de la proteina de Reelina esta
intacta en estos ratones. Ademas, es importante observar que los niveles normales de la
plasticidad sinaptica se pueden obtener en este modelo de ratdn. Los fragmentos de Reelina
también estdn asociados con las placas de nucleo denso en ratones Tg2576 envejecidos (15
meses de edad), como se observa en las figuras 29(A), 29(B), 29(C), y 29(D). Ademas, los
agonistas del receptor de lipoproteinas de Reelina y relacionados pueden rescatar los déficits
en la plasticidad sindptica y la funcion cognitiva que resultan de la acumulacién de AB y/o la
patologia de placas. La Reelina rescatd el déficit de la LTP en ratones de 12 meses de edad
modelado para la AD (Tg2576), como se observa en la figura 30.

Estos datos se apoyan en los hallazgos de la Reelina asociada con placas que contienen
AB detectadas en el hipocampo de ratones tipo silvestre envejecidos (Madhusudan, et al.,
Accumulation of reelin-positive plaques is accompanied by a decline in basal forebrain
projection neurons during normal aging. Eur J Neurosci. 2009; 30:1064-1076; Knuesel, et al.,

Age-related accumulation of Reelin in amyloidlike deposits. Neurobiol Aging. 2009; 30:697-
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716). A la luz de la funcidn establecida para la Reelina en la funcién sinaptica, los cambios en la
integridad del metabolismo de la Reelina y la sefializacion desempena una funcién profunda
en el aprendizaje de los cambios de memoria establecidos anteriormente en modelos de
ratén con AD.

Sorprendentemente, una sola aplicacion exdgena de Reelina mejora el aprendizaje y la
memoria durante al menos once dias en ratones tipo silvestre adultos. La funcién de los
receptores de lipoproteinas en el intercambio de AB, y la identificacién de la asociacién de
Reelina con las placas AB en un modelo de raton con AD, hace evidente el valor de enfocarse
en la Reelina como un blanco terapéutico en la etiologia y patogénesis de la AD como una
intervencion terapéutica para la AD destinada a la eliminacion de AB y la mejora de la funcion
cognitiva.

Por lo tanto, la sefializacién aumentada de Reelina a través de la aplicacién directa de
la proteina de Reelina, o mediante la terapia de ADN o estructuras de ARN, o el uso de otros
agonistas del receptor de lipoproteinas se puede utilizar para mitigar la interrupcion cognitiva
dependiste de AB y el progreso de la patologia en placas.

Ejemplo 9

Una lesion cerebral traumatica (TBI) puede resultar a partir de diversos origenes, tales
como convulsiones, trauma en la cabeza, estado epiléptico (SE), e isquemia, (Shetty &
Hattiangady, Prospects of Stem Cell therapy for Temporal Lobe Epilepsy. Stem Cells. 2007;
25:2396-2407; Ogawa, et al., Ischemia-induced neuronal cell death and stress response.
2007; 9:573-587; Acharya, et al., Progress in neuroprotective strategies for preventing
epilepsy. Prog Neurobiol. 2008:363-404; Pitkdnen, et al., From traumatic brain injury to
posttraumatic epilepsy: what animal models tell us about the process and treatment options.
Epilepsia. 2009; 50 (Suplemento 2):21-9). Durante la fase aguda de la lesion, las células
troncales neurales (NSC) ubicadas en la zona subgranular (SGZ) aumentan la neurogénesis en
un intento de curar el dafio (Parent, et al., Dentate granule cell neurogenesis is increased by
seizures and contributes to aberrant network reorganization in the adult rat hippocampus. J
Neurosci. 1997; 17:3727-3738; Hattiangady, et al., Chronic temporal lobe epilepsy is
associated with severely declined dentate neurogenesis in the adult hippocampus. Neurobiol
Dis. 2004; 17:473—-490; Shetty, et al., Hippocampal neurotrophin levels in a kainate model of
temporal lobe epilepsy: a lack of correlation between brain-derived neurotrophic factor
content and progression of aberrant dentate mossy fiber sprouting. J Neurochem.
2003;87:147-159; Hattiangady, et al., Brain-derived neurotrophic factor, phosphorylated
cyclic AMP response element binding protein and neuropeptide Y decline as early as middle
age in the dentate gyrus and CA1 and CA3 subfields of the hippocampus. Exp Neurol. 2005;
195:353-371). Sin embargo, las respuestas fisioldgicas a estas lesiones fracasan en mejorar la

recuperacion funcional, y da por resultado en déficits de aprendizaje y disfuncién de la
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memoria y el estado de animo (Jorge RE, Acion L, Starkstein SE, Magnotta V. Hippocampal
volume and mood disorders after traumatic brain injury. Biol Psychiatry. 2007; 62:332-338;
Potvin, et al.,, Performance on spatial working memory tasks after dorsal or ventral
hippocampal lesions and adjacent damage to the subiculum. Behav Neurosci. 2006; 120:413-
422). Muchos de los problemas crénicos a partir de la TBI se provocan por una deficiente
diferenciacion neuronal en los NSC, una migracién inadecuada o la diferenciacion de células
neuronales a partir de los NSC, y una sinaptogénesis deficiente o inadecuada sobre las
dendritas basales que se proyectan desde las células neuronales (Sanchez, et al., Synaptic
connections of hilar basal dendrites of dentate granule cells in a neonatal hypoxia model of
epilepsy. Epilepsia. 2012; 53 (Suplemento 1):98—-108).

Para probar los efectos de la administracién de Reelina con respecto a una lesion
cerebral traumatica (TBI), se condujeron una bateria de pruebas de comportamiento motor,
EBST, acinesia de extremidades anteriores, y pruebas de agarre de las anteriores.

Ratones C57BL/6 de diez semanas de edad (n = 55, machos) se alojaron bajo
condiciones normales (20°C, 50% de humedad relativa, y un ciclo de luz/oscuridad de 12-h) y
se les permitid el acceso a agua y alimento ad libitum. Después de la normalizacion al
ambiente, los ratones se sometieron a TBI utilizando un impactador cortical controlado (CCl;
Pittsburgh Precision Instruments, Inc, Pittsburgh, PA). Los procedimientos experimentales se
aprobaron por un comité para cuidado y uso de animales. Los ratones se separaron en grupos,
tratamiento falso (sin TBI) sin inyeccidn, TBI sin inyeccién, TBI con tratamiento falso del grupo
con solucidn salina, y TBI con Reelina. Los animales tratados con Reelina consistieron de una
inyeccion de 2 pl con la proteina de Reelina purificada, recombinante de longitud total a una
concentraciéon 5 nM. Los animales tratados en falso se anestesiaron, y se sometieron al
procedimiento quirdrgico, pero no experimentaron impacto cortical. La totalidad de las
pruebas de comportamiento se realizé durante el ciclo de luz al mismo tiempo a través de los
dias de prueba. Se tomaron las precauciones necesarias para reducir el dolor y sufrimiento de
los animales a todo lo largo del estudio. Todos los estudios se realizaron por personal sin
conocimiento de la condicion del tratamiento. En el momento del tratamiento, los ratones
tuvieron un peso de 12-45 g.

La anestesia profunda se alcanzé utilizando isoflurano al 1-2% en o&xido
nitroso/oxigeno (69/30%) utilizando una mascarilla para la de nariz. Todos los animales se
fijaron en un marco estereotaxico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). Las cirugias
para lesion en TBI consistieron de animales sometidos a incisién del cuero cabelludo para
exponer el craneo, y se realizd una craniectomia. Se utilizd un taladro eléctrico para realizar la
craniectomia con un radio de aproximadamente 2.5 mm con coordenadas calculadas de +0.2
anterior y -0.2 mm lateral derecho desde el bregma (Paxinos & Watson, (2005) The mouse

brain in stereotaxic coordinates. 5% ed. San Diego, CA: Academic Press). Después de una
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craneotomia, el cerebro se impactd en la corteza fronto-parietal con una velocidad de 6.0 m/s
alcanzando una profundidad de 1.0 mm por debajo de la capa de materia dura y permanecio
en el cerebro durante 150 milisegundos (ms). La barra impactadora tuvo un angulo de 15°
verticalmente para mantener una posicion perpendicular con referencia al plano tangencial
de la curvatura del cerebro en la superficie de impacto.

Un transductor de desplazamiento variable lineal (Macrosensors, Pennsauken NJ), que
estuvo conectado al impactador, midid la velocidad y duracién para verificar la consistencia.
Se administré posoperatoriamente el analgésico ketoprofeno (5 mg kg-1). Los ratones se
mantuvieron bajo supervision cercana.

La prueba de oscilacion corporal elevada (EBST) implicé la manipulacion del animal
mediante su cola y registrando la direcciéon de la oscilacion (Borlongan & Sanberg, (1995)
Elevated body swing test: a new behavioral parameter for mice with 6-hydroxydopamine-
induced hemiparkinsonism. The Journal of neuroscience 15: 5372-5378). El aparato de
prueba consistié de una caja clara de plexiglas (40 x 40 x 35.5 cm). El animal se tomd
suavemente de la base de la cola, y se elevd mediante la cola hasta que la nariz del animal
estuvo a una altura de 5 cm (2 pulgadas) por encima de la superficie. La direccién de
oscilacion, ya sea derecha o izquierda, se calculé una vez que la cabeza del animal se movio
lateralmente aproximadamente 10 grados desde la posicion de la linea media del cuerpo.
Después de una sola oscilacion, el animal se colocd de regreso en la caja de plexiglas y se le
permitié moverse libremente durante 30 segundos antes probar nuevamente. Estos pasos se
repitieron 20 veces para cada animal. Normalmente, los ratones intactos exhibieron una
desviacién de oscilacion del 50%, es decir, el mismo nimero de oscilaciones a la izquierda y a
la derecha. Una desviacion de oscilacién del 75% hacia una sola direccion se utilizé como el
criterio del déficit motor la TBI.

La acinesia de extremidades anteriores se probd antes y después de la cirugia de la
TBI, ratones jovenes y envejecidos provenientes del control falso, TBI-sin inyeccidn, TBI-con
inyeccion simulada, o TBI con Reelina (Borlongan CV, Hida H, Nishino H (1998) Early
assessment of motor dysfunctions aids in successful occlusion of the middle cerebral artery.
Neuroreport 9:3615-3621). Se marcaron por dos evaluadores experimentalmente sin
conocimiento de las condiciones la fuerza de las extremidades delanteras epsilaterales y
contralaterales y la motilidad utilizando la siguiente escala de acinesia de las extremidades
anteriores, el ratén de sin tratamiento previo, lesionado en falso, o hemiparkinsoniano se
colocd individualmente en un cilindro de plexiglds en (20 cm de didmetro, 30 cm de altura) y
se registré un video durante 5-15 min, mientras que explord y tocd el vidrio con sus patas
delanteras. Se observaron contactos de las patas delanteras por dos evaluadores
experimentalmente sin conocimiento y por ultimo se calcularon como (No. de contactos a la

erecha/No. de contactos totales). Un valor de 6 se caracteriz6 como normal y una marca
derecha/No. d tactos totales). Un valor del 50% t ly
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de 1, un animal que tocd el 80% con su pata delantera derecha (ipsilateral) se considerd
afectada y una marca 2, mientras que un animal que tocé el 90% o mas con su pata derecha
delantera (ipsilateral) se consideré gravemente dafiado y se marcé como 3. Las marcas se
contaron para cada animal individual, y luego se utilizaron para analisis marcas medias para
los grupos de tratamiento.

El agarre de las patas implico probar la fuerza de agarre antes y después de la cirugia
de la TBI. Un agarre anormal es indicativo de una funcion neuromuscular dafiada. En esta
prueba, los ratones se mantuvieron por sus cuerpos contra un poste (Ilbrahim AG, Raisman G,
Li Y (2009) Permanent loss of fore-paw grasping requires complete deprivation of afferent
input from a minimum of four dorsal roots of the rmouse brachial plexus. Exp Neurol
215:142-145). Se marcaron la resistencia de agarre de las patas tanto ipsilaterales como
contralaterales por dos evaluadores utilizando la siguiente escala de resistencia de agarre. En
una escala de 1 a 3, 1 es normal, 2 es dafiado, y 3 es gravemente dafiado. Las marcas se
contaron para cada animal individual, y luego se utilizaron para analisis las marcas medias
para los grupos del tratamiento.

Las mediciones repetidas de ANOVA vy las pruebas t de Bonferroni pos-hoc para cada
punto de tiempo se utilizaron para evaluar las diferencias estadisticas entre los grupos de
tratamiento. Las diferencias se consideraron significativas en p <0.05. Todos los valores se
expresaron como la media £SEM.

El tratamiento con Reelina exhibié una recuperacion mejorada del comportamiento
en los animales con TBI. Los ratones tratados con Reelina exhibieron una ligera desviacién de
oscilacion en el dia 1, y se resolvid en el dia 2, como se observa en la figura 31. En
comparacion, los ratones tratados con TBI e inyectados con el vehiculo o sin inyeccién
exhibieron una mayor desviacién de oscilacion a todo lo largo de la prueba. De esta forma, el
tratamiento dio por resultado en una recuperacion divergente en el dia 2, con los ratones
tratados con Reelina que mejoraron mientras que los ratones inyectados con vehiculo y no
inyectados mostraron poca mejora. El tratamiento con Reelina también dio por resultado en
mejora para la acinesia de las extremidades en el dia 3, como se observa en la figura 32. En el
dia 5, los ratones tratados con Reelina exhibieron una acinesia similar en las extremidades con
los animales tratados en falso, mientras que los ratones tratados con TBI a los que se les
administrd el vehiculo o no inyectados siguieron mostrando acinesia. El agarre de las patas
mostrd una mejora estable en los ratones tratados con Reelina, como se observa en la figura
33.

La pérdida cronica del habito de vida de la lesidon cerebral traumatica es parcialmente
debido a un reemplazo inadecuado de células neuronales durante la curacién. Se ha
encontrado que la Reelina protege de una subclase de interneuronas GABA-érgicas, que son

neuronas que expresan una Reelina de glucoproteina extracelular, en el DG (Shetty,
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Hippocampal Injury Induced Cognitive and Mood Dysfunction, Altered Neurogenesis and
Epilepsy: Can Early Neural Stem Cell Grafting Intervention Provide Protection? Epilepsy Behav.
2014 Sep; 38:117-24). Estas interneuronas GABA-érgicas ayudan en la migracion de células
neuronales formadas a partir de los NCS en la capa de células granulares (Gong, et al., Reelin
regulates neuronal progenitor migration in intact and epileptic hippocampus. J Neurosci.
2007; 27:1803-1811). Sin estar unidos por ninguna teoria especifica, la administracién de
Reelina o fragmentos de Reelina puede funcionar a través de la formacion de dendritas, la
retencidn de interneuronas GABA-érgicas, 0 una combinacién de vias.

Ejemplo 10

Las espinas dendriticas son pequefas protrusiones que cubren la superficie de las
dendritas y portan las estructuras pos-sinapticas que forman las sinapsis excitatorias. Las
configuraciones anormales o numeros reducidos de espinas dendriticas se encuentran en una
serie de enfermedades cognitivas, tales como el sindrome X fragil, el sindrome de William, el
sindrome de Rett, el sindrome de Down, el sindrome de Angelman y autismo. Una reduccién
en el numero de espinas dendriticas sugiere que se requiere un nivel constitutivo de
sefalizacion mediada por Reelina/receptor de lipoproteina para el desarrollo de estructuras
dendriticas, lo cual es decisivo para el procesamiento intensivo de la informacion mediante las
neuronas. Este concepto esta de acuerdo con estudios que muestran que los ratones
aspadores heterocigotos (HRM) exhiben densidades reducidas de las espinas dendriticas y un
desempefio dafiado en ciertos comportamientos de aprendizaje y memoria. Ademas, la
suplementacion con Reelina recupera los defectos de la densidad de las espinas y la
interrupcion cognitiva asociada. Ademas, la transduccion de sefiales de Reelina inicia las vias
implicadas en la activacion de CREB, que es esencial para una transcripcion génica de
memoria temprana. Esta es una via comun que se interrumpe en los trastornos cognitivos en
humanos mencionados anteriormente.

Ejemplo 11

Recientemente se mostré que el procesamiento de la Reelina mediante las
metaloproteinasas es esencial para una formacién de placas corticales normales (Jossin, et al.,
Reelin signals through phosphatidylinositol 3-kinase and Akt to control cortical development
and through mTor to regulate dendritic growth. Mol Cell Biol. 2007; 27:7113-7124), aunque la
enzima especifica responsable sigue siendo todavia desconocida. Este descubrimiento sugiere
que el procesamiento de la Reelina mediado por metaloproteinasas puede ser importante
para la sefializacion dirigida de Reelina en el cerebro de adultos. Tanto tPA como MMP-9 son
metaloproteinasas candidatas que demuestran claramente las funciones en la regulacién de la
plasticidad sinaptica y la funcidon cognitiva (Bozdagi, et al., In vivo roles for matrix
metalloproteinase-9 in mature hippocampal synaptic physiology and plasticity. J

Neurophysiol. 2007; 98:334-344; Nagy, et al., Matrix metalloproteinase-9 is required for

61



hippocampal late-phase long-term potentiation and memory. J Neurosci. 2006; 26:1923-1934;
Huang, et al.,, Mice lacking the gene encoding tissue-type plasminogen activator show a
selective interference with late-phase longterm potentiation in both Schaffer collateral and
mossy fiber pathways. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996; 93:8699-8704; Pang, P. T., and B. Lu.
2004. Regulation of late-phase LTP and long-term memory in normal and aging hippocampus:
role of secreted proteins tPA and BDNF. Ageing Res Rev 3:407-430; Zhuo, M., D. M. Holtzman,
Y. Li, H. Osaka, J. DeMaro, M. Jacquin, and G. Bu. 2000. Role of tissue plasminogen activator
receptor LRP in hippocampal long- term potentiation. J Neurosci 20:542-549; Baranes, et al.,
Tissue plasminogen activator contributes to the late phase of LTP and to synaptic growth in
the hippocampal mossy fiber pathway. Neuron. 1998; 21:813-825).

La eficacia para generar el producto de 370 kDa dependera parcialmente de una
enzima de segmentacion de Reelina candidata, tPA. Este mecanismo de regulacidn potencial
tiene implicaciones profundas sobre la forma en que se integra este sistema de senalizacion
en mecanismos conocidos de regulacién neuronal y coordinados para participar en los
procesos fisiologicos tales como el aprendizaje y la memoria. Sin embargo, la Reelina se
segmenta en sitios especificos que dan por resultado en un patron estable de fragmentos de
Reelina cuantificados facilmente mediante analisis de transferencia Western. Estos
fragmentos representan las moléculas de sefializacion potencial con propiedades Unicas a
partir de la Reelina de longitud total. La Reelina recombinante purificada a partir de células
HEK293 transfectadas establemente contiene fragmentos del mismo tamafio que los
fragmentos mayores encontrados en el hipocampo.

Ademas, todo lo que se conoce con respecto a la localizacion de la Reelina en el
cerebro adulto se ha generado utilizando un anticuerpo que reconoce la region N-R2. La
region N-R2 esta presente en los fragmentos de Reelina N-R2 y los fragmentos de Reelina N-
R6 de longitud total (N-R8), pero no en los otros fragmentos mayores. Por lo tanto, el
procedimiento de mapeo de 3 epitopes, como se observa en la Tabla 3, proporcioné una
resolucion espacial sin precedentes para monitorear los cambios en la produccion y

localizacion del producto de Reelina.
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Tabla 3. Anticuerpos empleados en el procedimiento de 3 epitopes con propiedades,

identificacion de fuentes y reconocimiento del sitio de los epitopes.

Anticuerpo Sitio de reconocimiento Fuente animal Fuente comercial
G10 164-496 Ms, mAb Chemicon, MAB5364
G20 Término C Gt, pAb SCBT, sc-7741

CR-50 420-450 Ms, mAb MBL, D223-3
H-221 3239-3460 Rb, pAb SCBT, sc-5578

AF3820 1221-2661 Gt, pAb R&D, AF3820
R4B 1810-1825 Ms, mAb Jossen, et al., 2007
R5A 1985-2058 Ms, mAb Jossen, et al., 2007
Ab12 3260-3428 Ms, mAb de Berkgeyck, et al., 1998
Ab14 3260-3428 Ms, mAb de Berkgeyck, et al., 1998
Ab17 3260-3428 Ms, mAb de Berkgeyck, et al., 1998

Para evitar caracterizar los fragmentos especificos producidos mediante el
procesamiento de Reelina dependiente del tPA- y MMP-9 en el contexto de la funcién
sinaptica normal y la formacion de memoria, se generaron estructuras mutantes de Reelina
resistentes a la segmentacion utilizando mutagénesis sitio dirigida, como se observa en la
figura 34. Los mutantes de Reelina incluyen las estructuras resistentes a la segmentacién (RIn-
Res) mediante tPA en R2-3, hasta MMP-9 en R6-7 y para ambas enzimas en R2-3 y R6-7.
También se contemplan los fragmentos que imitan la segmentacion mediante tPA o MMP-9
con, o sin un sitio resistente a la segmentacion. Una estructura de Reelina complementaria
Unica se marca en una forma idéntica como la proteina RIn-Res; sin embargo, no contiene los
dos sitios alterados para la segmentacion (segmentacion |abil de Reelina; figura 34). Se incluye
un fragmento marcado producido con ambos sitios mutados (estructura de control negativo)
y un fragmento R3-6 marcado que muestra la unidon de ApoER2 y VLDLR (control positivo
potencial). Las estructuras de Reelina son sub-clonan en vectores de expresidon en mamiferos
que contienen marcas de polihistidina N-terminales y/o marcas Myc C-terminales para
permitir un reconocimiento posterior de la Reelina exdégena. Los sitios exactos de
segmentacion se pueden identificar al utilizar Reelina de longitud total purificada que se hizo
reaccionar con ya sea tPA o MMP-9, por lo tanto, se pueden aislar los fragmentos resultantes.

La Reelina se procesa tanto mediante tPA como MMP-9 para generar los mayores
productos del fragmento Reelina encontrados in vivo, como se observa en las figuras 35(A),
35(B) y 35(C). Como se puede observar, tPA aumenta los fragmentos de 370 kDa (N-R6) y 80
kDa (R7-8) bajo las condiciones sin células, como se observa en la figura 24(A), indicando que
tPA segmenta la Reelina entre R6-R7, como se observa en las figuras 27(A) y 27(B). La
segmentacion de Reelina mediante plasmina da por resultado en un espectro de productos de
identidad anteriormente desconocida y la retencién especifica del fragmento de 180 kDa. La

aplicacidon de tPA recombinante de neuronas primarias da por resultado en una conversién
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completa de Reelina extracelular a partir de la longitud total para las formas de 370 y 180 kDa,
y una disminucion en la Reelina intracelular de 180 kDa. Ademas, MMP-9 aumenta los
fragmentos tanto de 370 kDa (N-R6) como de 180 kDa (N-R2) asi como el fragmento
encontrado justo por debajo del fragmento de 180 kDa bien conocido, como se observa en las
figuras 24(B), y 24(C) y se confirmd mediante la inhibicion de MMP9, como se observa en las
figuras 24(D) y 24(E). Estos resultados bajo las condiciones libres de células apoyan que MMP-
9 puede segmentar la Reelina en ambos sitios de segmentacién, R2-3 y R6-7; sin embargo, la
aplicacion de MMP-9 a neuronas primarias conduce a una acumulacion especifica del
fragmento de 180 kDa en las células y la inhibicion de MMP-9 durante 24 horas conduce a un
aumento dramatico en la Reelina celular de longitud total y una disminucion en la Reelina
celular de 180 kDa. Estos resultados sugieren que, bajo condiciones normales, MMP-9 es
responsable de la segmentacion de la Reelina entre R2-R3, como se observa en el mapa de
fragmentos de la figura 34. Tomados conjuntamente, estos datos preliminares sugieren que
MMP-9 y tPA son suficientes para la generacion de los mayores fragmentos de Reelina
encontrados in vivo. Andlisis de los anticuerpos identificados en las estructuras con capacidad
para detectar los diversos fragmentos de Reelina, como se observa en las figuras 36(A) y
36(B). El procesamiento de la proteina de Reelina en el hipocampo es susceptible a una
actividad sindptica in vitro e in vivo. También parece que MMP-9 y tPA estan implicados en el
procesamiento del metabolismo de la Reelina.

Ejemplo 12

La Reelina se segmenta en sitios especificos dando por resultado en patrén estable de
fragmentos de Reelina cuantificados facilmente mediante analisis de transferencia Western.
Estos fragmentos representan las moléculas de sefalizacién potenciales con propiedades
Unicas a partir de la Reelina de longitud total. La Reelina recombinante purificada a partir de
células HEK293 transfectadas establemente contiene fragmentos del mismo tamano que los
fragmentos mayores encontrados en el hipocampo. La aplicacion del complemento de
fragmento recombinante de Reelina puede (1) aumentar la transmisidn sinaptica al facilitar la
insercion del receptor AMPA y aumentar la funcién del receptor NMDA, (2) reducir la sinapsis
silentes, (3) modificar la morfologia sinaptica y (4) mejorar la LTP (Qiu & Weeber, Reelin
signaling facilitates maturation of CA1 glutamatergic synapses. J Neurophysiol. 2007; 97:2312-
2321; Qiuy, S., K. M. Korwek, A. R. Pratt-Davis, M. Peters, M. Y. Bergman, and E. J. Weeber.
2006. Cognitive disruption and altered hippocampus synaptic function in Reelin
haploinsufficient mice. Neurobiol Learn Mem 85:228-242).

La expresion de receptores de ApoER se analizd con la exposicién a Reelina. Los
cultivos neuronales y del hipocampo y corticales mezclados se obtuvieron a partir de
embriones de ratones embrionarios en los dias (E) 18-19. Las células se colocaron en placas a

alta densidad (~750 células mm?), y se dejaron crecer en medio neurobasal (Gibco BRL)
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suplementado con B27 (Gibco BRL). Las células se subcultivaron cuando confluyeron al 80%.
Una vez que las células se subcultivaron por octava vez, se agregd al medio un fragmento de
Reelina hR3-6 a una concentracion de 5 nM vy las células se incubaron con el fragmento de
Reelina durante 1 hora a 37°C. Después de la incubacion, las células se recolectaron mediante
tripisinizacion, se lavaron con el medio y se lisaron utilizando un tampdn de lisado a base de
SDS-B-mercaptoetanol. Las proteinas se recolectaron de cada cultivo celular y 25 g se
cargaron en un gel de SDS-PAGE. Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a
una membrana de nailon y se soldaron utilizando un anticuerpo anti-ApoER2 (Sigma-Aldrich,
LRP8, anti-hApoER2 de conejo).

El tratamiento de las células con GST-RAP (proteina receptor asociada) mostré una
caida sustancial en la expresion de receptores, como se observa en la figura 37. De esta forma,
bloquear la capacidad de la Reelina para unirse a ApoER2 conduce a la disminucidn de la
expresion de ApoER2. Sin embargo, la exposicion de las células a la Reelina exdgena dio por
resultado en un aumento en la expresion del receptor ApoER2. Ademas, el tratamiento de
células neuronales con el fragmento de Reelina aumenta la expresion de ApoER2 de una
forma dependiente de la dosis, como se observa en las figuras 38(A) y 38(B).

En la especificacidon anterior, todos los documentos, acciones, o informacion descritos
no constituyen una admision de que el documento, accidon o informacion de cualquier
combinacién de los mismos estuviera disponible al publico, se conozca por el publico, forme
parte del conocimiento general en la técnica, o se sabe que sea relevante para resolver
cualquier problema en el momento de la prioridad.

Las descripciones de todas las publicaciones citadas anteriormente se incorporan
expresamente en la presente como referencia, cada una en su totalidad, al mismo grado
como si cada una se incorporara como referencia individualmente.

Mientras que se han descrito e ilustrado modalidades especificas del método para
tratar trastornos neuroldgicos, sera evidente para aquellos expertos en la técnica que son
posibles variaciones y modificaciones sin desviarse del amplio espiritu y principio de la
presente invencion. También se debe entender que las siguientes reivindicaciones estan
destinadas a cubrir la totalidad de las caracteristicas genéricas y especificas de la invencién
descrita en la presente, y todas las declaraciones del alcance de la invencidn la cual, como

materia de lenguaje, se podria decir que queda entre las mismas.
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