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“Sembla ser que les evolucions, tan rapides i incoherents, de les abelles,
dibuixen en I'espai figures matematiques precises que constitueixen un llenguatge.

Somnio en poder escriure una novel-la en que tots els encontres d'un ésser
huma en la seva existéncia, efimers o importants, produits pel que anomenem
casualitat o necessitat, dibuixin també figures, expressin ritmes, siguin allo que tal
vegada son: un discurs saviament elaborat, dirigit a una anima per al seu compliment i,
del qual, I'anima tan sols en capta, al llarg de tota una vida, unes quantes paraules

sense il-laci6.”

Louis Pauwels & Jacques Bergier, 1960
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ABREVIATURES

ABREVIATURESMESUTILITZADES

BP
cem
CNS
CP
CR
ECN
EGL
IGL
iim
1O
1z
LGE
IRL
LRN
MGE
MZ
ML

pons basilar

migracio extramural contralateral
sistema nervios central

placa cortical

Cqal-Retzius

nucli cuneat extern

lamina germinal externa
lamina granular interna
migracio intramural ipsilateral
olivainferior

zonaintermedia

eminencia ganglionar lateral
llavi rombic inferior

nucli reticular lateral
eminencia ganglionar medial
zonamarginal

capa molecular

NRTP nucli ponti tegmental reticular

PCL
pms
PP
RMS
SNC
SP
Svz

capa de cél -lules de Purkinje
via de migracio pontomedul -lar
preplaca

ruta de migracio rostral
sistema nervios central
subplaca

zona subventricular

T3/T4 hormonatiroidea

TR
TRE
uRL
VZ
WM

receptor de |I’hormona tiroidea

element de resposta al”’ hormona tiroidea

llavi rombic superior
zonaventricular

substancia blanca

Nota: Donadalafrequent i extesa
utilitzacio dels acronims anglesos,
no els he traduit per afacilitar la
comprensio del text.



INTRODUCCIO

1. HISTOGENESI DEL SISTEMA NERVIOS CENTRAL

1.1. GASTRULACIO | INDUCCIO NEURAL

El sistema nervids central (CNS) comenca a desenvolupar-se quan €l zigot es troba en
estat bilaminar. En la zona de juxtaposicié de les dues vesicules, I'amnidtica i la vitdina, es
genera el disc embrionari que donara lloc a I'embrié propiament dit. Durant la gastrulacio,
aquest disc es convertira en trilaminar o tridermic passant a estar constituit per les capes
anomenades ectoderm, mesoderm i endoderm. El sistema nervids sorgira de I'ectoderm que, sota
lainduccio provocada per molécules secretades en el mesoderm, es dividira en una part central,
la placa neural, dues bandes que la delinearan, les crestes neurals, i les zones més laterals, que
esdevindran la pell de I'embrio i diferents especiaitzacions sensorials de tipus placodal.
Posteriorment, tindra lloc € procés anomenat neurulacio (Fig.1), pel qual la placa neura es
replegara sobre si mateixa, de manera que les crestes neurals selevaran deixant un canal neural
entre elles. Quan els dos costats del canal es trobin alalinia mitja dorsal, es fusionaran deixant
el canal tancat i internalitzant la placa neural. El procés de neurulacié no és ssmultani al llarg del
tub neural de manera que les parts més anteriors i posteriors del canal restaran obertes
transitoriament formant els neuroporus anterior i posterior (Gould, 1977; De Robertis et .,
1990; Delgado et a., 1998).

1.2. VESICULACIO | SEGMENTACIO

La induccié esmentada amb anterioritat no és homogenia a llarg dels diferents territoris
rostro-caudals de la placa neural, fet que causara una expressio genica diferencial que es traduira
en un creixement independent de les diferents regions. Fruit d'aquest creixement diferencial, en
el tub neural es poden observar diversos bombaments que acabaran esdevenint vesicules
anomenades segments neurals 0 neuromers sempre que afectin a tota una seccio transversa del
tub neural. En € cas de les vesicules optiques, el creixement diferencial produeix vesicules no
segmentaries que no es consideren neuromers ja que no creuen I'eix longitudinal. Poc després de
I'aparicio de les vesicules optiques, en el tub neural es distingeixen tres regions. el prosencefal
primari, el mesencefal i e rombencefal. Els processos de creixement i d'especificacio genética
de les diferents parts del tub neural (ara controlats per gens de segmentacio i interaccions
morfogenetiques entre les diferents vesicules), pero, no saturen i les vesicules primaries es

veuen sotmeses a divisions secundaries, particularment el prosencefal i el rombencéfal (Fig.2).
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Figura 1. Esquema que il lustra la neurulacio. A) Fase de cana neural. B) Separacio i extrusio
de les poblacions de la cresta neural (origen del sistema nerviés periféric). C) Fase de tub neural

tancat.
Extret del Ilibre: Manual de Neurociencia, Eds. Delgado JM, Ferras A, Mora F, Rubia FJ (1998)
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Figura 2. Esquema del sistema nervios central en estadis embrionaris intermedis. El prosencefal
secundari ja ha donat Iloc a les vesicules telencefaliques. Per transparéncia es mostra la tela
coroide del prosencéfal amb les seves ales laterals a cada hemisferi telencefalic. L’ extrem rostral
del tub neural queda a nivell de la lamina terminal separada de la tela coroide per la placa
comissural (pont prospectiu per a la connexio axonal entre ambdos hemisferis). El diencefal
queda dividit en tres prosomers. En e mesencefal hi apareixen els esbogos del que seran els
col-licles inferiors i superiors. En e rombencéfal hi trobem I’istme, la placa cerebel-losa i una
segiencia de rombomers (r1-r8) seguits dels mielomers (m1-m3...) que connecten amb la
medul -la espinal.

Extret del llibre: Manual de Neurociencia, Eds. Delgado JM, Ferris A, Mora F, Rubia FJ (1998)
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El prosencefa primari, que és la porcio dilatada anterior que inclou les vesicules

optiques, se subdividira en € prosencefal secundari i € diencéfal. En la part dorsal del

prosencéfal secundari es produira, a més, un bombament bilateral que conduira alaformacio de

les vesicules telencefaliques, de les quals en derivara € telencefal adult, mentre que la part
ventral acabara formant el territori hipotalamic. Arribats a aquest punt, val a dir que aguesta
concepcid embriologica moderna que acabem d'esmentar xoca amb el concepte classic de
diencéfal, € qual interpreta € territori hipotalamic com la base del diencefal i no pas com ala

base del prospectiu telencéfal. La protovesicula diencefalica se subdividira en tres segments o

neuromers (pl-p3), essent p3 € segment més rostral. Les regions dorsals de cada segment
contenen els territoris prospectius de: €l pretectum en el cas de pl, e talem dorsal més|'epitalem
i la glandula pineal per p2, i talem ventral per p3. En el mesencéfal sobserva la subdivisio del
seu sostre en els esbocos del que seran els col-licles superior i inferior (no esta clar encara si es
tracta 0 no d'una subdivisié segmentaria). En e rombencéfal, en canvi, sobserva una
considerable segmentacid neuromeérica (rombomers) que dona lloc a I'istme del tronc encefalic,
porcio estreta que limita amb el mesencefal, i a una serie de vuit rombomers addicionals (r1-r8).
Aproximadament des de I'istme (considerat r0) fins a r5 serala zona que donara lloc alaregid
pontina del tronc encefalic adult, incloent €l cerebel (format a partir de la placa cerebel-losa
dorsal). Els darrers rombomers, conjuntament amb els 4 o 6 primers mielomers (segments de la
medul -la embrionaria), formaran el bulb raquidi adult. Altra vegada shauria d'aclarir que en la
nomenclatura classica es parla de la subdivisié del rombencéfal en dues vesicules, € metencefal
i el mielencefal, que es correspondrien aproximadament amb aquests dos grups. No obstant, es
tracta d'una subdivisié didactica, ja que les Uniques unitats visibles en tots el's vertebrats son els
rombomers. Addicionalment, ja des de moments molt primerencs del procés de neurulacio, €l
tub neural es doblegara sobre el seu eix longitudinal per uns punts de flexié constants. A mida
que I'embrio creixi, aquestes flexures es faran menys evidents degut al gran creixement de les
diferents zones de I'esbo¢ neural (De Robertis et al., 1990; Krumlauf, 1993; Puelles and
Rubenstein, 1993; Wilkins, 1993; Delgado et a 1998).

1.3. MORFOGENES|I SECUNDARIA

Determinats processos de desenvolupament desigual en les diferents zones del CNS
acabaran de definir la morfologia del CNS adult. D'una banda, la capacitat proliferativa es
mantindra durant un periode més llarg de temps en els territoris dorsals (telencéfal, talem, sostre
mesencefalic i cerebel) i aixd provocara un creixement desproporcionat d'aquests respecte dels

ventrals. D'altra banda, la migracié tangencial de grans poblacions neuronals des del llavi

4
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rombic (la vora meés dorsal del rombencéfal) cap a diverses posicions secundaries de la regio
ventral del tub neural generara els relleus corresponents als nuclis pontinsi I'oliva bulbar.
Laformafinal del cervell també es veura afectada pels feixos de fibres que creixeran a
prop de la superficie (cos callds, tracte optic, peduncles cerebrals, pons, o piramides bulbars).
En determinats llocs del tub neural, I'aprimament del tub neural formara les teles

coroides, fenomen considerat un procés de morfogenesi secundaria.

1.4. PROLIFERACIO | MIGRACIO NEURONAL

El sistema nervios té més varietat de tipus cel-lulars que qualsevol organ del cos. Durant
el desenvolupament embrionari, les cél-lules del tub neural generen una enorme varietat de
neurones gque poblaran els CNS adult. En la mgjoria de regions del sistema nervios central les
zones germinals es troben adjacents a la superficie de les cavitats que esdevindran € sistema
ventricular del cervell. A I'interior de I’ epiteli de la zona germinal s hi troben els progenitors en
activa divisio, els quals, en € transcurs del cicle cel-lular, es veuen sotmesos a uns moviments
oscil latoris que acaben conduint a la divisio cel-lular. Durant € cicle cel-lular, € nucli de la
cel-lulamigraen direccio ala superficie de I’ epiteli (0 zona marginal) per adesprés retornar ala
superficie ventricular. Es només quan la cél-lula s alunya de la zona ventricular que duplica el
seu material genetic i en retornar-hi té lloc la divisié cel-lular (Sauer, 1935; Fujita, 1960;
Takahashi et al., 1995). Durant la mitosi, esta establert que el pla pel qual es divideix la cél-lula
pot ser horitzontal, vertica o intermig respecte la superficie ventricular. Chenn i McConnell
(1995) demostraren que una escisio vertica dona lloc a dues cél-lules filles aparentment
equivalents que podran continuar proliferant, mentre que I'escisié horitzontal genera una filla
basal que continuara proliferant i aunaapical que migrara de laregi6 proliferativa. Aixi, podem
parlar de dues fases en la neurogénesi: la primera en qué els progenitors es divideixen
simetricament i, per tant aquesta poblacié doblara el nombre, i la segona on €els progenitors es
divideixen assimétricament i, mentre que la cél-lula filla basal es destina a la generacié de nous
poblaci6 de progenitors, |’ altra comencara el seu programa especific de migracié i diferenciacio.
Posteriorment, shan de produir neurones fenotipicament diverses, organitzades en unitats
funcionals i interconnectades a través de la formacié de contactes axonals i sinaptics especifics.
Més que utilitzar una Unica estrategia per a la generacio de diversitat neuronal, el tub neural
sembla emprar diverses d'estrategies cel-lulars i moleculars per a produir fenotips neuronals
especifics. Existeixen dos mecanismes generals que contribueixen a la determinacié de destins
neuronal s especifics: la determinacio del desti cel-lular en funcio del seu llinatge o bé un funcio

de les interaccions amb el seu entorn. En el primer, una cel-lula heredara de la seva progenitora

5



INTRODUCCIO

un potencial de desenvolupament restringit. En aquest cas pot succeir que el progenitor estigui
predeterminat a produir un sol tipus de neurones, o bé a produir-ne diversos tipus, sempre
seguint un pla intrinsec. En el segon cas, €ls precursors neuronals o la seva progenie serien
pluripotents, o sigui, les cél -lules podrien adquirir diferents fenotips en funcié de les interaccions
entre ellesi e seu microentorn. Existeixen regions on la determinacié del desti neuronal té lloc
Gnicament mitjancant un del dos mecanismes, mentre que en d'altres zones coexisteixen €l's dos
(McConnell 1991, 1995).

La gran majoria de les neurones dels vertebrats son generades en llocs diferents dels que
ocuparan en el sistema nerviés adult. Les neurones immadures o neuroblasts posseixen una
elevada capacitat de moure's abans dassolir la seva posicio final i establir connexions
sinaptiques permanents, de manera que seran capaces de migrar des de la zona de proliferacio,
on han sofert la seva darrera divisio cdl-lular, fins ala seva posicio definitiva en e cervell adult.
Els diferents tipus de neuroblasts migren en etapes diferents, i mentre que alguns migren abans
d'emetre els seus axons, datres ho fan després de I'extensié d'aquests. Aquesta migracio
sestablira per unes rutes especifiques, seguint un programa temporal molt ben definit i Saturara
en uns punts concisament determinats. A més del pur desplagament, la migracié també cobrira
atres funcions essencials per a la diferenciacié neurona: servira per a establir la identitat
d'algunes neurones, definir-ne les seves propietats funcionalsi, finsi tot, les connexions futures.

No es pot parlar dun sistema basic de migracié per a totes les regions del sistema
nervigs, donat que es tracta d'un organ molt complexe amb zones extremadament diverses amb
funcions caracteristiques. Ja d'entrada, les cel-lules situades en regions dorsals formaran
estructures laminades, com és el cas del cortex cerebral, e cerebel, I'nipocamp i € bulb
olfactori, mentre que no ho faran les que es trobin en regions ventrals (el talam i € nucli
geniculat lateral son excepcions a aguesta generalitzacié). En |'apartat 2 descriuré amb més
detall lamigracié quetélloc tant a cortex cerebral com en el cerebel.

1.5. AXOGENESI

Una vegada |a neurona ha migrat fins ala seva posicio definitiva, i en alguns casos finsi
tot abans, comenca a emetre un ax6 a final del qual shi localitza una estructura anomenada
conus de creixement. Aquest posseeix una elevada motilitat i actua com a un sensor de
I’ambient extern pel qual ha de créixer I’axd, gracies a la projeccio de filopodis i extensions
lamelars (capes planes de citoplasma entre els filopodis) que s extenen i retrauen continuament.
A efectes practics, €l conus de creixement suposa un augment substancial de la superficie

cel lular exposada a l'ambient.
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Els axons creixen atravessant llargues distancies a través de rutes especifiques per a
trobar les seves dianes correctes, i sera €l conus de creixement I'encarregat d'anar examinant
continuament el terreny, integrant la informacio provinent de diferents senyals que trobara a
[larg del cami. Existeixen quatre forces basiques de guia: atraccid per contacte, quimioatraccio,
repulsié per contacte i quimiorepulsio (Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Inicialment es
pensa gue la recerca de molécules de guia conduiria a families de proteines distintes que
encaixarien amb cadascun d'aquests mecanismes. No obstant, ha resultat que la majoria de les
mol ecules trobades son bifuncionals, essent capaces de mitjancar tant |'atraccié com la repulsié
depenent del context. Concretament, una de les primeres families implicades en la
qguimioatraccio fou la de les Netrines (Hedgecock et al., 1990; Serafini et al., 1994), les quals
shan relacionat posterioment amb la quimiorepulsio (Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995;
Winberg et a., 1998). El mateix sembla océrrer amb la familia de les Semaforines (Kolodkin et
al., 1993; Luo et al., 1993; Wong et al., 1997; Bagnard et a., 1998). Més recentment, el
descobriment de les proteines Slit també ha revelat multiples funcions de guia per a aquestes
molécules (Brose et a., 1999; Kidd et al., 1999; Li et al., 1999; Wang et a., 1999). Alhora, €
repertori de comportaments del conus de creixement en diferents punts a llarg de la trajectoria
augmenta encara més si tenim en compte la dinamica de regulacié de I'expressié dels receptors
per a molécules senyalitzadores com aresposta a senyal s extrinsecs.

Una vegada les neurones han assolit els seus llocs de projecci, ja podran comencar a
establir sinapsis funcionals, el nombre de les quals, inicialment, sera superior al necessari per a
unafisiologiai comportament coherents i, sobretot, adaptats al medi ambient. També el nombre
de dianes contactades estara en excés, de manera que, en general, I'estabilitzacié de sinapsis sera

depenent de la seva activitat.

2. LA MIGRACIO NEURONAL

Tal i com hem esmentat anteriorment, la migracié neurona és un pas essencial en la
genesi del sistema nerviés central (Rakic, 1990; Hatten, 1993), ja que aguesta permetra, en
alguns casos, establir la identitat d'algunes neurones, definir-ne les seves propietats funcionalsi,
finsi tot, les connexions futures. En moltes estructures laminades del cervell de mamifer, com
en el cortex cerebral o en el cerebel ‘lar, les darreres neurones generades hauran d'atravessar una
capa de neurones generades amb anterioritat. En € cortex cerebral, concretament, les neurones
postmitotiques segueixen una sequiéncia de migraci ordenada de dins cap enfora que determina



INTRODUCCIO

la laminacié i la citoarquitectura normals (Angevine and Sidman, 1961; Marin-Padilla, 1971,
1998; Rakic, 1974, 1988). Per tant, la migracié neurona shauria de considerar una "necessitat
biologica' en la que es permet la comunicacié entre les neurones de formacié primerenca i
tardana en etapes critiques del desenvolupament, abans que estableixin les connexions
singptiques. La migracio anomala, que condueix a una posicio erronia de les neurones corticals,
provoca maformacions citoarquitectoniques severes amb conseglencies funcionals
manifestades en forma de deficiencies cognitives, retard mental i desordres motors (Caviness
and Sidman, 1973; Barth, 1987; Goffinet, 1992; Eksioglu et al., 1996; Howell et al., 1997b, des
Portes et al., 1998; Gleeson et al., 1998).

El desplacament de les neurones immadures és particularment prominent en el cervell
dels mamifers i es déna, mgjoritariament, en estadis prenatals. La llargada de la ruta migratoria
pot abarcar des de menys de 100um en un petit cervell de ratoli fins a un quants milers de
micrometres en algunes arees del cervell huma, tot i que la mida de les neurones migradores és
aproximadament el mateix en la majoria de mamifers.

2.1. HISTOGENESI | MIGRACIO EN EL CORTEX CEREBRAL

2.1.1 El cortex cerebral adult

El cortex cerebral es desenvolupara en € sostre (pallium) de les dues vesicules
telencefaliques que es formen ala part rostral del tub neural. En I'animal adult, aquest cortex és,
amb diferencia, la zona més extensa del cervell del mamifersi esta dividida en diferents arees
gue foren definides inicialment en funci6 de diferencies citologiques i, posteriorment, sesbrina
gue també posseien funcions diferents (Brodmann, 1909). Totes les arees cerebrals presenten
una organitzacio basica similar, amb les neurones disposades en sis capes. La distincid entre
capes és deguda a variacions de la densitat i €l tamany dels cossos cel-lulars a llarg de tota la
profunditat cortical (Krieg, 1946). Cada capa compta amb els dos tipus principals de neurones
del cortex: les cel-lules piramidals i les no-piramidals (Ramén y Cagjal, 1911; Lorente de N,
1949; Szentdgothai, 1973). Les cé-lules piramidals, que estan clarament definides per la
morfologia dels seus cossos cel-lulars i pel seu patré d'arboritzacié dendritica bastant estricte,
son les neurones de projeccio del cortex que utilitzen un aminoacid excitador, el glutamat, com a
neurotransmissor (Parnavelas et a., 1984). Les cel-lules no-piramidals, que son les
interneurones corticals, pertanyen a un grup de cél-lules més heterogeni que presenten diverses
morfologies i semblances moleculars (Szentagothai, 1973; Fairén et a., 1984; Naegele and
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Barnstable, 1989). Practicament totes les interneurones contenen e neurotransmissor inhibidor

GABA i també poden expressar un 0 més neuropeptids (Parnavelas et al., 1989).

2.1.2 Formaci6 dela preplaca

En estadis molt primerencs del desenvolupament, e pallium, que vorga €ls dos
ventricles laterals, esta congtituit per cél-lules germinals indiferenciades i, en general, ens
referim a elles com a neuroepiteli 0 zona ventricular (VZ) (Fig.3A). Aquestes cel -lules generen
inicialment progenitors pluripotents que podran donar Iloc tant a precursors neuronals com glials
(Angevine and Sidman, 1961; Berry and Rogers, 1965; Hicks and D’ Amato, 1968; Turner and
Cepko, 1987; Bayer and Altman, 1991; Davis and Temple, 1995; Williams and Price, 1995;
Lavdaset al., 1996). Les primeres cél -lules postmitotiques, que es generen I’ onze dia de gestacio
(E11) en € ratoli (Caviness 1982; Takahashi et al., 1995), sortiran del neuroepiteli migrant
radialment (O’ Leary and Borngasser 1992) per aformar la primera capa cortical reconeixible, la
capa plexiforme primordial o preplaca (PP) (Fig.3B) (Marin-Padilla, 1971, 1972; Rickmann,
1977; Stewart and Pearlman, 1987; Uylings et a., 1990; Wood et al, 1992). Les neurones de la
preplaca S anomenen neurones pioneres ja que constitueixen una poblacié heterogénia de
cel lules corticals que son les primeres en diferenciar-se, madurar i rebre contactes sinaptics. Es
considera que formen una organitzacio cortical primitiva que és funcionalment activa durant la
vida embriondria primerenca (Bayer and Altman, 1990; Kostovic and Malliver, 1974; Kostovic
and Rakic, 1990; Marin-Padilla, 1971, 1978, 1988; Mrzljak et a., 1988, 1990; Rickmann and
Wolf, 1981; Smart, 1983; Stewart and Pearlman, 1987; Uyglings et al., 1990). Essencialment, la
PP esta constituida per cél-lules de Cajal-Retzius (CR) i per les neurones de la subplaca, de la
gual en parlaré més avall. Just després d'aguesta primera onada de migracio provinent delaVZzZ,
apareix un grup d'axons entre la zona germinativa i la capa de cél-lules postmitotiques. Aquests
axons pioners provénen daquestes primeres cel-lules postmitotiques i definiran la zona
intermitja (1Z) (Fig.3C).

2.1.3 Formacio6 de la placa cortical

La cél-lules progenitores de la VZ, que es troben en continua proliferacio, generen una
segona onada de neurones postmitotiques que se situara enmig de la PP en forma d'una densa
capa de cél -lules. D’ aguesta manera la PP quedara dividida en dues parts: la zona margina (MZ2)
i lasubplaca (SP). A la nova capa formada, la placa cortical (CP), shi acumularan les neurones
gue arribin de nou des de la VZ per acabar formant tot € gruix de cértex madur (Fig.3D). A

mida que es vagin generant neurones postmitotiques en la VZ, aquestes aniran migrant cap ala
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placa cortical, atravessaran la capa de les seves predecessores i Saturaran al capdamunt de la
placa per sota de la zona marginal (Berry and Rogers, 1965; Rakic, 1974). Com ja he esmentat,
el cortex adult de mamifers esta organitzat en sis capes de neurones, essent la | la més
superficial. Durant €l seu desenvolupament, doncs, la primera capa en generar-se sera la més
profunda, capa VI, i successivament, Saniran formant totes les capesfinsalall, poblada per les
neurones meés joves. Aixi, el cortex es va desenvolupant seqiencialment de dins cap enfora
(Angevine and Sidman, 1961; Rakic, 1974).

La generaci6 de neurones (neurogenesi) que télloc alaVZ és un procés altament regulat
i, en @ ratoli, consta de 11 cicles de divisio cel-lular que permetran poblar tot el cértex adult
(Takahashi et a., 1995). Aquest interval neurogenetic comenca a E11 i continua durant sis dies
fins que, a E17, sorgeixen les darreres neurones formades. Tanmateix, la migracié de les
neurones dirigides a capes més altes continua fins a final de la primera setmana postnatal (Berry
and Rogers, 1965; Lund and Mustari, 1977; Miller, 1988; Bayer and Altman, 1991).

2.1.4 1L azonamarqinal i la subplaca

Marin-Padilla (1978) fou e primer que proposa que la CP divideix la preplaca. Aixi la
part superior de la preplaca esdevindra I'anomenada zona marginal (MZ), futura capa | en €
cortex madur, i la part inferior es convertira en la subplaca (SP) (Fig.3D). Experiments recents
han confirmat i extés aquest model (Luskin and Shatz, 1985), permetent-nos saber que les
neurones de la subplaca constitueixen una poblacié heterogénia (Chun and Shatz, 1989; Mrzljak
et al., 1988, 1990; Kostovic and Rakic, 1990; Meinecke and Rakic, 1992; Del Rio et a., 1992;
Uylings and Delalle, 1997), que neixen després de les neurones de la zona marginal i podrien
estar parciament co-generades amb les primeres neurones que poblaran la placa cortical
(Mrzljak et a., 1990). En el desenvolupament cortical, les neurones de la subplaca juguen un
paper essencial en la formacio inicial de connexions. Sha observat que aquestes cel-lules
atrauen els aferents corticals provinents del talam i podrien estar guiant i obrint cami a algunes
rutes corticofugals (Ghosh et al., 1990; Ghosh and Shatz 1992a, 1992b; McConnell 1989;
Molnar and Blakemore, 1995). D'aquesta manera, la subplaca permetra que els aferents corticals
saproximin al cortex, arribant-hi cap a E15. Una vegada dins de la propia subplaca, els axons
talamics sesperen fins a E17-E18, moment en e qual es pot observar com giren de cop i
envaeixen radialment i en massa la placa cortical, arboritzant i acabant majoritariament ala capa
IV el diadel naixement. Al llarg del desenvolupament, aquests axons que entren i ascendeixen,

juntament amb |'addicié de noves neurones corticals, convertiran la densa placa cortical en un
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cortex meés expandit amb diferents capes i neurones diferenciades (Dehay et al., 1989, 1991;
Mrzljak et al., 1988, Rakic, 1988; Windrem and Finlay, 1991).

Pel que faalaMZ, esta formada principalment per un tipus cel-lular anomenat neurona
de Cga-Retzius que es caracteritza pel seu gran i allargat perikarion (Del Rio et al., 1995;
Marin-Padilla, 1984, 1988). Aquesta tipus cel-lular fou descrit per primera vegada fa a voltant
d'un segle per Ramon y Caja i Retzius (Retzius, 1893; Ramon y Cagjal, 1911). La seva funci¢,
de rellevant importancia per ala migracio de les neurones cap a la CP, la revisaré en detall en
I'apartat 3.3.2. També poblen la MZ un altre tipus de neurones més petites, GABA-positives i
considerades neurones inhibidores locals (Marin-Padilla, 1982, 1984, 1988).

MZ
P
|
PP ﬁ = : :
FA===TF '
)
VE
Wz
LAD | IdD
A C D

Figura 3. Representacié esguematica de quatre fases en e desenvolupament fetal de la
laminaci6 cortical. CP, placa cortical; 1Z, zona intermédia; MZ, zona marginal; PP, preplaca;
SP, subplaca; VZ, zona ventricular.

Extret de Super et al. (1998).
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2.1.5 Hipotes delaunitat radial

Fins als anys 70, savanca relativament poc en els mecanismes cel-lulars i moleculars
implicats en la migracio del cortex. Fou a partir daquest moment que la combinacio del
microscopi electronic i de les andlisis autogradiografiques de *H-timidina revelaren que les
neurones postmitotiques migren seguint les fibres alargades d'uns elements no neuras
anomenats cel-lules de glia radial (Rakic 1972). Aquestes cdl-lules bipolars extenen €ls seus
processos a través de la paret cerebral fetal desdelaVZ fins ales membranes pials, i, durant el
periode de migracio, grups de cél-lules postmitotiques originades a la zona proliferativa
segueixen una ruta radial consistent en una sola 0, més sovint, en multiples fibres glials (Rakic
1985, 1994). Aquest desplegament de neurones migradores en forma de columnes radials en un
individu aillat i I'engrandiment de la superficie cortical per addicié d'aguestes columnes a llarg
de I'evoluci6é del SNC poden ser explicats en €l context de la Hipotesi de la unitat radial (Rakic
1988) (Fig.4). Aquesta hipotesi es basa inicialment en I'observacio que, una vegada les cél -lules
postmitotiques havien iniciat e moviment, romanien unides a un fascicle de glia radial donat
preservant, aixi, les seves posicions a llarg de tot € recorregut (Rakic 1972, 1981). Més
endavant, sobserva que el patré de distribucié de cél-lules marcades amb *H-timidina indicava
gue les columnes estaven constituides per diversos clons (Rakic 1988). La introducci6 de noves
técniques de transferéncia de gens retrovirals (Sanes 1989, Luskin et al., 1988) juntament amb
estudis de ratolins quimeérics i transgenics (Nakatsuji et al., 1991; Tan and Breen 1993; Soriano
et a., 1995; Kornack and Rakic 1995) han proporcionat evidencies més directes que la majoria
de neurones postmitotiques provinents d'un mateix clon es mouen i romanen distribuides
radialment en el cortex.

Existeixen, pero, determinades poblacions de cél-lules relacionades clonalment que no
obeeixen les restriccions radials estrictes. Estudis en ratolins han suggerit la dispersio d'algunes
cellules corticals relacionades clonament (Walsh and Cepko 1988). En €l cervell de la fura,
shan trobat al voltant d'un 15% de neurones que semblen no migrar radialment (O'Rourke et al.,
1992). Existeix una amplia controvérsia respecte fins a quin punt aquesta migracié no radia és
minoritaria, ja que sobre la hipotesi de la unitat radial hi descansa una altra hipotesi encara més
complexe: la hipotesi del protomapa. Formulada per Rakic €l 1988, aquesta es planteja com és
possible que sorgeixin les diferents arees cerebrals a partir d'un neuroepiteli inicialment tant
uniforme. Shipotetitza que aguesta zona germinal ja esta predeterminada a donar unes certes
regions corticals, com si ja portés una empremta de I'estructura adulta. Evidencies experimentals
han sorgit tant confirmant (Barbe and Levitt, 1991; Arimatsu et al., 1999; Cohen-Tannoudji et
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a., 1994; Bulfone et al., 1995; Dehay et al., 1993; Polleux et al., 1997) com contradient
(Schlaggar and O'Leary, 1991; O'Leary 1989; Walsh and Cepko 1992, 1993) aquesta hipotesi.

Recentment, finsi tot, Sha mostrat que determinades neurones corticals soriginen foradelaVZ,

concretament a les eminéncies ganglionars subjacents (Anderson et a., 1997; Tamamaki et al.,
1997; Lavdas et a., 1999; Zhu et al., 1999), i que migren tangencialment cap al cortex.

Figura 4. Esguema que explicaria la
hipotesi de la unitat radial, elaborat a partir
d’ observacions realitzades en primats. Les
cél-lules post-mitotiques en migracio (M N)
utilitzen lagliaradial (RG) per asortir de la
zona ventricular (VZ). Atravessen la zona
intermedia (1Z) i arriben a la subplaca (SP)
on interactuen amb els aferents que es
troben “en espera’ (NB, MA, aferents dels
centres  subcorticals nucli  basal i
monoaminérgic,  respectivament; TR,
radiacié talamica; CC, feixos daxons
cortico-corticals ipsilaterals i contralaterals).
Les neurones de nova generacio atravessen
les que ja es trobaven a la placa cortical
(CP) i se dituen entre aguestes i la zona
margina (MZ), formant una columna radial
de cd-lules que comparteixen un lloc
d’ origen comd, perd amb diferents temps de
generacio. Aixi, es preserva la distribucié
espacial que existiaalaVZ en proliferacio.
Extret de Rakic (1988).
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2.1.6 Progenitorsd'origen extracortical

Ja he comentat amb anterioritat que €els principals tipus de neurones del cortex son les
neurones piramidals excitadores i les interneurones no-piramidals inhibidores. Els primers
estudis de llinatge (Parnavelas et al., 1991; Luskin et al., 1993a; Mione et al., 1994) suggeriren
gue aguests dos tipus sorgien de diferents progenitors a la VZ. Més recentment, sha mostrat
que, mitjancant la migracio6 radial, només les neurones piramidals mantenen unarelacio espacial
estreta amb els seves parents clonals. Contrariament, les neurones no-piramidals es troben
aillades, o bé en parelles, relacionades clonalment (Mione et al., 1997; Tan et a., 1998) i es creu
gue formen part de clons més grans, essent, la sevaisolacio, resultat de la migracié tangencial en
el cortex (Mione et a., 1997). A més, la presencia d'un nombre relativament petit
d'interneurones disperses, comparat amb els amplis clons piramidals, suggereix I'existencia
d'atres origens potencias diferents de la VZ (Mione et a., 1994; Tan et al., 1998). D'dtra
banda, sha descobert que les eminéncies ganglionar lateral (LGE) i medial (MGE) del telencefal
ventral son fonts de neurones corticals (Fig.5). L'estudi d'aguestes zones des de diverses
aproximacions experimentals (Porteus et al., 1994; De Carlos et al., 1996; Tamamaki et al.,
1997; Anderson et a., 1997; Grigoriou et al., 1998; Zhu et al., 1999; Lavdas et al., 1999; Sussel
et al., 1999; Wichterle et al., 1999; Parnavelas 2000) ha portat a concloure que la MGE és la
principal font de neurones no-piramidals del neocortex, de manera que en estadis molt
primerencs originara la mgjoria de les neurones de la preplaca (Fig.5A), i ja en edats més
avancades donara lloc a neurones que poblaran la part inferior de la1Z i la CP (Fig.5B,C).
D'altra banda també sha observat que la L GE proporciona algunes neurones del cortex, tot i que
el desti principal d'aguestes és € bulb olfactori. No se sap encara si |es propietats morfol 0giques
i moleculars de les neurones de la MGE que poblen la CP difereixen de les d'aguelles neurones
no-piramidals provinents de la VZ. Se sap que les neurones corticals que soriginen ala MGE
contenen € neurotransmissor GABA (Lavdas et a., 1999) i, en concret, la majoria de les que
colonitzen la MZ (inicialment preplaca) mostren caracteristiques de les cdl-lules de CR (Meyer
et a., 1998; Supér et al., 1998) i també expressen €l gen de la reelina (caracteristic d'aquestes

cellules).
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Figura 5. Dalt) Secci6 coronal del cervell anterior que mostra el nivell en qué es localitzen les
eminencies ganglionar i medial (MGE) i lateral (LGE). Baix) Les neurones generades a la
MGE (mostrades en vermell) migren cap a coértex associades als axons corticofugals. La
migracid inicia cap alazonamarginal (MZ) i alazonaintermedia (I1Z) esduriaatermeal llarg
dels axons del sistema corticofugal, mentre que les neurones destinades a la placa cortical (CP)
continuarien a llarg dels axons radials emesos per les cél-lules pioneres de la MZ. A, area
amigdalina; CA, comissura anterior; AH, adenohipofisi; AP, area preoptica; C, claustrum; CH,
guiasma optic; CB, cerebel; cp, plexe coroide; Dc, cortex dorsal; D/SP, limit diencéfal-
prosencéfal secundari; DT, talem dorsal; E, epifisi; EM, eminenciatalamica; ET, epitalem; ull,
vesicula optica; HYtu& HYma, hipotdlem tuberal i mamil-lar; I C, capsula interna; Lc, cortex
lateral; LT, [amina terminal; M, mesencefal; Mc, cortex medial; NH, neurohipofisi; OB, bulb
olfactori; PA, palidum; PT, pretectum; PTu, tubercle posterior; S, area septal; VT, talem
ventral; zli, zona limitans intratal amica.

Modificat de Parnavelas (2000) i Rubenstein et al. (1998).
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2.2. HISTOGENESI | MIGRACIO CEREBEL -LAR

2.2.1 El cortex cerebdl lar

El cerebel, com ja he esmentat en el punt 1.2, deriva de la placa cerebel-losa dorsal
situada en el tradicionalment anomenat metencefal (Fig.2). En I'estadi E9, aquesta regio del tub
neural encara no ha sofert e procés de neurulacié, de manera que resta oberta per la seva part
dorsal. Alhora, €l tub neural també esta sofrint una torsié per aquest punt, la flexura pontina, fet
gue provocara que |'obertura dorsal es doblegui formant una estructura semblant a una boca, €ls
extrems de la qual shan anomenat llavi rombic (His, 1891; Harkmark, 1954; Hatten and Heintz,
1995). Tradicionalment, sha pensat que el cerebel emergia exclusivament d'una regié germinal
situada en e metencefal, delimitat anterioment per I'istme i posterioment pel plexe coroide
(Fig.2 i 6A). Estudis recents demostren que la regio del tub neural que sextén més enlla de
I'istme cap al mesencéfal caudal també originara cél -lules que colonitzaran el cerebd (Martinez
and Alvarado-Mallart, 1989; Hallonet et al., 1990; Alvarez Otero et a., 1993). El
desenvolupament del sistema cerebellar implica la generacio dels nuclis profunds del cerebel i
I'establiment del cortex cerebel lar a damunt d'agquests (Fig.6B,C). En € cerebel adult, aquest
cortex cerebel-lar consta de quatre capes concentriques: la capa molecular (ML), la capa de
neurones de Purkinje (PCL), la capa granular interna (IGL) i la substancia blanca (WM), essent
laML meés superficia (Fig.7D). La cél-lula de Purkinje, amb el seu arbre dendritic caracteristic
gue ramifica només en el pla sagital del cerebel, ésla neurona principal i I'inic cami de sortida
de la informacié del cerebel. La IGL aberga les neurones granulars, mentre que a la ML shi
troben les interneurones, o neurones de circuit local. Alhora, entre d'atres tipus de cél-lules
glials, en e cerebel també hi apareixen unes cel-lules astroglials especialitzades, anomenades
cel lules epitelials de Golgi, que es troben ala capa de cél -lules de Purkinje i extenen radialment

un 0 més processos, anomenats fibres glials de Bergmann.

2.2.2 L es zones ger minals del cer ebel

A diferéncia d'dtres arees del CNS de vertebrats, €l cerebel conté dues zones germinals
separades. una zona germinal primaria (zona ventricular; VZ) que revesteix € sostre del 1V
ventricle i unamatriu germinal secundaria (laminagerminal externa; EGL) que cobreix €l cortex
cerebel-lar (Fig.7A). Els progenitors que soriginaran en cadascuna de les matrius germinals
migraran en direccions oposades cap a l'area que queda entre les dues zones germinals,
interaccionant entre ellsi diferenciant-se.

16



INTRODUCCIO

Figura 6. Esguema il-lustrant la
morfogenesi del cerebel representada
mitjancant talls sagitals (rostral a
I’esquerra, dorsal a dalt). A) En estadis
molt primerencs del desenvolupament
(E13), en seccions sagitals de cervell
posterior es diferencia clarament € llavi
rombic superior (URL) de I'inferior
(IRL). B) El cértex cerebel-lar sanira
expandint i formant a partir dels
progenitors de cél-lules de Purkinje i
interneurones provinents de la zona
ventricular (VZ), la migracio dels quals
tindra lloc entre E13 i E17.
Simultaniament, es va establint a la
superficie cerebel -lar lalamina germinal
externa, que anira produint progenitors
de céllules granulars fins a P15. C) En
el cerebel madur s acabara distingint
una zona superior corresponent al
cortex cerebel-lar i una zona inferior
poblada pels nuclis profunds del
cerebel.

Modificat del llibree Manua de
Neurociencia, Eds. Delgado JM, Ferrus
A, MoraF, Rubia FJ (1998).
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En el neuroepiteli ventricular shi originaran totes les poblacions neuronals del cerebel menysles

cel-lules granulars. Recentment, i trencant amb la tradicional suposicio que tant les

interneurones de la ML com les cdl-lules granulars provenien de la EGL, sha demostrat que

totes les neurones cerebel -lars estan relacionades clonalment exceptuant les cel-lules granulars
(Mathis et al., 1997), les quals son les Uniques que provénen de la EGL (Alder et al., 1996;
Hallonet et al., 1990; Gao and Hatten, 1994b; Zhang and Goldman, 1996).
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Figura 7. Esquema mostrant el programa de desenvolupament del cortex cerebellar. A) A E13
encarano esfapalesal’ existenciade lalaminagerminal externa (EGL) ja que tot just comencen
amigrar els precursors de les cél-lules granulars provinents del llavi rombic superior. Des de la
zona ventricular (VZ), els precursors de les cél -lules de Purkinje comencen a migrar radialment
en direccio a la superficie cerebel-lar. B) A E16 ja es diferencien la EGL, una densa capa
rudimentaria i irregular de cél-lules de Purkinje (PCL), una zona intermedia atravessada per
fibres (1Z) i laVZ. C) Entre P2 i P15 comenca la migracié de les cél-lules granulars cap a
I"interior i les cel-lules de Purkinje ja s’ han establert com a monocapa més diferenciada. WM,
substancia blanca. D) Organitzacié laminada del cértex cerebel-lar adult amb una superficial
capa molecular (ML) atravessada per les fibres paral-leles de les cél-lules granulars, la PCL
totalment diferenciada, lalGL i laWM.

Modificat de Hatten (1999).

2.2.3 Lacapadecé-lulesde Purkinje

Entre els estadis E10-E14, en € ratoli, la proliferacié de precursors comenca a engruixir
laVZ (Miale and Sidman, 1961). La primera tongada de precursors que esdevénen postmitotics
en aquesta placa cerebel lar estan destinats a generar €ls nuclis profunds del cerebel (Pierce,
1975) (Fig.6C). A mida que aguestes cél-lules comencen a sortir del cicle cel-lular, entre els
estadis E10-E11, formen un mantell al damunt de la zona ventricular (Altman and Bayer,
1985a). Durant €els estadis E11-E13, sha anat generant una segona poblacio de precursorsi al
fina daguest periode sortiran del cicle cel-lular i comencaran a migrar en direccié radial.
Aquests precursors, que donaran lloc a les cél-lules de Purkinje (Altman and Bayer, 1985h),
utilitzaran el sistema de fibres de la glia de Bergmann per a dirigir-se cap a cortex cerebel-lar
(Misson et al., 1988), d'una manera homologa al que succeia en €l cortex cerebral. Entre E14 i

E17, atravessaran € mantell de precursors de neurones dels nuclis profunds (Chedotal and
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Sotelo 1992; Altman and Bayer, 1985b) i seran les primeres cel-lules en poblar € cortex
cerebellar, on establiran una densa capa rudimentaria i irregular de cél-lules neuronals
immadures (Fig.7B) (Yuasaet al., 1991; Hatten and Mason, 1990). Aguesta capa proporcionara
el suport per ala formacié de |'altre capa neuronal del cortex cerebel-lar: la IGL (Altman and
Bayer, 1985a). Mentre les cél-lules corticals immadures es van situant, el mantell de cél-lules
destinades a's nuclis profunds es moura cap a la regié rostro-medial del primordi del cerebel
(Hallonet and Le Douarin, 1993; Altman and Bayer, 1985b). Coincidint amb el moment que les
neurones nuclears i les cél-lules de Purkinje deixen de dividir-se, sestableix la EGL a la
superficie del cortex cerebel -lar, per sotade laqua saniran dipositant les cél-lules de Purkinje.

2.2.4 L acapagranular interna

Els precursors de les cél-lules granulars neixen en € llavi rombic i migren cap a la
superficie del cerebel on formaran una segona matriu germinal: la EGL (Fig.7A) (Ramon y
Cajal, 1889; Miyake et al., 1993; Ryder and Cepko, 1994; Gao and Hatten, 1994b). Es pot parlar
de dues zones diferenciades en €l llavi rombic gue donaran lloc a neurones amb diferents rutes
de migracié (Rakic, 1990): la part superior o rostral (URL) i la part inferior o caudal (IRL)
(Altman and Bayer, 1997) (Fig.8A). La uRL Sencarrega de produir els progenitors de les
cellules granulars, mentre que la IRL generara els nuclis precerebel -lars, descrits en detall més
endavant. En l'estadi E13 de ratoli, doncs, la URL comenca a generar progenitors, la migracio
dels quals es pot ser dividida en tres etapes. En la primera sobserva un desplacament dels
progenitors per la superficie cerebel -lar en direccio rostro-medial (fletxes negres de la Fig.8C),
recobrint € cortex cerebel lar en la sevatotalitat cap alla E17 i establint-se aixi la segona matriu
germinal secundaria, la EGL, on continua la generacié de més precursors (Fig.7A). Les cél-lules
gue sestan movent en aguesta capa no tenen, en la gran majoria, la forma allargada de fus tipica
de cel-lules en activa migracio, sSiné que presenten una forma irregular i arrodonida. Aquesta
observacio ha fet pensar, més que en una migracio activa, en un desplagcament passiu dels
progenitors des d'una zona proliferativa amb excedent cel-lular a una zona lliure de cél-lules
(Ryder and Cepko, 1994; Altman and Bayer, 1997). Després del naixement i fins a la segona
setmana postnatal, una rapida proliferacio a les capes superficials de la EGL provoca una
expansio d'aguesta esdevenint una capa de vuit cél-lules de gruix (Fugita 1967; Fugita et al.,
1966). En aquesta segona part, les cél-lules postmitotiques inicien el descens cap a zones
profundes de la EGL, extenen €ls seus axons, les fibres paral-leles (Ramon y Cajal, 1911; Miale
and Sidman, 1961), i migren en € pla transversal del cerebel. En aquest cas, la morfologia

bipolar horitzontal que adopta la cél-lula en la direccié de lamigracio ja encaixa amb un procés
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actiu (Gao and Hatten 1994b; Ryder and Cepko, 1994; Mathis et al., 1997). D'una banda, sha
suggerit que aquest procésté lloc a llarg de feixos d'axons pre-existents (Hynes et al., 1986), tot
i que no es descarta la migracié homotipica que sembla mitjancar altres migracions paral -leles a
la superficie cerebral (migracio tangencial neurofilica) (Rakic, 1985; Ono and Kawamura, 1989,
1900; Gray and Sanes, 1991). La generacié de precursors a la EGL continua fins a la segona
setmana postnatal i és a partir de P15 quan la EGL desapareix degut a la migracio de les
cel-lules postmitotiques cap a l'interior, les quals establiran la lamina granular interna (IGL)
(Fig.7C). Aquest segon tipus de migracio té lloc al llarg de la glia de Bergmann i en direccio
contraria a la seguida per les cél-lules de Purkinje (migracio radia gliofilica). EI moviment
sinicia quan els progenitors de les cél-lules granulars desenvolupen un altre procés en la
direcci6 descendent, adoptant una morfologia piramidal i llavors € soma sSorienta
perpendicularment alafibra paral-lela (Fig.8D). En conjunt, la cél-lula granular adopta forma de
T, on lafibra paral lela sextén per la superficie cerebel-lar i el soma migra radialment a través
dela ML, unit alaglia de Bergmann (Ramén y Cgal, 1911; Miale and Sidman, 1961; Fujita et
a., 1966; Fujita, 1967; Altman 1969; Mugnaini and Forstronen, 1967, Mugnaini, 1969;
Larramendi, 1969; Rakic, 1970, 1971a, 1981, 1985; Hatten and Liem, 1981). Durant aquest
trajecte radial, aquestes cél -lules postmitotiques saniran diferenciant: interactuaran amb la capa
de cél-lules de Purkinje en diferenciacio, l'atravessaran i formaran la IGL sota de la PCL
convertint-se en cel-lules granulars madures (Fig.7D i 8D) (Miale and Sidman, 1961; Rakic
19714a). Es interessant d'observar que mentre els precursors de les cdl-lules de Purkinje, igual
que els precursors del neocortex, migren just en sortir del cicle cel-lular i formen les connexions
en una etapa tardana del desenvolupament, els precursors de les cél-lules granulars extenen els
seus axons just en sortir del ciclei migren a llarg de la glia de Bergmann posteriorment. Alhora,
aguest llarg periode d'expansié clonal de les cél-lules precursores de la EGL, des de E13 fins a
P15, genera una enorme poblacié de cél-lules, que sobrepassa € nombre de neurones de

Purkinje en la proporcio 250:1 en el cortex cerebel -lar adult.
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Figura 8. A) Dibuix de cervell posterior d’un embrié de 9-12 dies mostrant € llavi rombic
(uRL, IRL), la via de migraciéo pontomedul-lar (fletxa vermella) i la zona d'abast de les
migracions circumferencials (delimitada en verd). B) Esquema d’una seccio sagital de cervell
posterior a E16; rostral a la dreta. Les fletxes indiquen & mateix que a A; els nuclis pontins
inclouen el nucli reticular tegmental ponti (NRTP) i el pons basilar (BP). C) Esquema de cervell
posterior a E12-E14 vist des d'una posicid caudal mostrant les diferents direccions que
segueixen els progenitors de les neurones derivades del llavi rombic. Les fletxes negres
assenyalen la migracié dels progenitors de les cél -lules granulars. Les fletxes vermella i blava
indiquen el mateix que a A. D) Patr6 espacio-temporal de la diferenciacio i migracio de les
cél-lules granulars. cem, migracié extramural contralateral; iim, migracié intramural ipsilateral;
IRL, llavi rombic inferior; M, mesencéfal; pcn, neuroepiteli precerebel-lar; pms, via de
migracio pontomedul -lar; uRL, Ilavi rombic superior.

Modificat de Taber-Pierce (1966), Engelkamp et al. (1999), Hatten and Heintz (1995).
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2.2.5 Lesinterneurones de la capa molecular

Simultaniament a la formacié de la EGL, sorgeixen de la zona ventricular un tipus
determinat d'interneurones (les neurones de Golgi) que finalitzen el seu cicle cellular entre E12
i E15i migren cap alaML per damunt de laPCL (Miale and Sidman, 1961). D'altra banda, com
ja he esmentat anterioment, la resta d'interneurones del cerebel (les neurones estrellades i les
basket) també es generen ala VZ i colonitzen laML postnatalment. Fins fa ben poc es creia que
aguestes interneurones es generaven en la EGL junt amb les cél lules granularsi aguesta creenca
provenia del fet que la generacié d'ambdds tipus de neurones era postnatal i I'Gnica zona
germinal a aquestes edats és la EGL. Encara més, recentment, sha vist que les interneurones de
la ML provénen del neuroepiteli mesencefalic i metencefalic (Martinez and Alvarado-Mallart,
1989; Alvarez Otero, 1993; Hallonet and Alvarado-Mallart, 1997). Zhang i Goldman (1996)
observaren que aquestes interneurones, junt amb diversos tipus de glia, sofrien un cicle de
mitosi en la substancia blanca. D'agui hipotetitzaren que la generacié dinterneurones és un
procés en dos fases, amb una generacio inicial dels precursors alaVZ i la subsegiient migracio
cap alaWM del cortex cerebel-lar, on sofreixen altres divisions celul -lars, migren al llarg de la

WM i transloquen alaML abans de diferenciar-se ainterneurones o aglia madura.

2.2.6 Elsnuclis precerebel-lars

El sistema precerebel-lar consta d'una col-leccié de nuclis medul-lars i pontins les
projeccions dels quals arriben principalment al cerebel. Els nuclis medul -lars es troben situats al
bulb raquidi, per sota del cerebel, i els més estudiats son la oliva inferior (10), € nucli reticular
lateral (LRN) i el nucli cuneat extern (ECN) (Fig.9A). D'dtra banda, els dos nuclis pontins
principals, € nucli ponti tegmental reticular (NRTP) i e pons basilar (BP), es locaitzen a la
base del mesencéfal (Fig.8B). Tal i com hem esmentat anteriorment, la regi6 inferior del llavi
rombic (IRL) sSencarrega de generar € precursors d'aquests nuclis. Tot i que existeix un
solapament espacial i tempora en la generacié i migracio de les neurones de cada nucli, en
general presenten patrons temporals de naixement i rutes de migracié clarament diferenciats. Ja
en e 1891, durant I'estudi d'embrions humans de 2 o 3 mesos, His distingi una densa
concentracié de cél-lules lleugerament tenyides entre e Ilavi rombic i la oliva inferior en
desenvolupament, inferint que es tractava de cél-lules en migracio cap a la oliva inferior. Més
endavant, Essick (1912) ja diferencia dues rutes circumferencials de migracio paral-leles, en

direcci6 dorsoventral, una de parenquimal (profunda) i unade subpial (superficial).
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Figura 9. A)Representacié esquematica de la migracio en el sistema precerebel -lar del tronc de
I”encéfal. Les neurones que poblaran els nuclis cuneat extern (ECN), lateral reticular (LRN) i de
la oliva inferior (10) neixen totes al neuroepiteli precerebel-lar (pcn). Les cél-lules que es
dirigeixen a la 1O seguiran la ruta de migraci6 intramural ipsilateral (iim) i les destinades als
nuclis ECN i LRN segueixen la de migraci6 extramural contralateral (cem), que queda situada a
nivell dels peus delagliaradia (rg). Les edats entre E15 i E18 indiquen quina ésla posicio dels
fronts de les diferents onades de migracio a |’ edat assenyaada. Aixi, €ls somes de les neurones
de 10 no creuen lafloor plate (FP) i comencen a agregar-se a E16, mentre que les céllules de
LRN i ECN creuen la FP i comencen a agregar-se a E17 i E18 respectivament. B) Esquema
didactic de lesmigracionsindicadesa A. WM, substancia blanca; 4v, quart ventricle.

Modificat de Bourrat and Sotelo (1990) i Altman and Bayer (1997).

Gracies a estudis posteriors realitzats per Harkmark (1954), Ellenberger (1969), Altman and
Bayer (1978b, 1987b, 1997) i Bourrat and Sotelo (1988, 1991) sha arribat a concloure que la
ruta de migracié parenquimal [ara també anomenada intramural ipsilateral (iim) o submarginal
segons els autors] és el cami cap a la oliva inferior, mentre que la ruta subpial [extramural
contralateral (cem) o marginal] suportalamigracio cap asnuclisLRN i ECN (fletxes verdes de
laFig.8 i Fig.9). Alhora, existeix una altra gran diferencia entre les dues rutes. mentre gque les
neurones olivars saturen ipsilateralment en I'hemisferi on shan generat (Ellerberger et al., 1969;
Bourrat and Sotelo, 1988, 1990), les neurones destinades a LRN i ECN no saturen en les seves
prospectives zones al llarg de la seva ruta dorsoventral sind que atravessen la linia mitja per la
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regio més ventral de lafloor plate (placa del terra: regio situada a la zona ventral del tub neural)
per a donar lloc als respectius nuclis en I'hemisferi contralateral (Bourrat and Sotelo, 1991;
Altman and Bayer, 1997). D'altra banda, |es neurones destinades a's nuclis pontins (NRTP i BP)
segueixen una ruta migratoria rostral subpia (o extramural) en direccid a les seves respectives
zones, anomenada via pontomedul -lar (pms), pontobulbar, o via extramural anterior (Harkmark,
1954; Rakic 1985; Ono and Kamura, 1990) i saturen ipsilaterament a I'hemisferi on shan
generat (Taber-Pierce 1966). (fletxes vermelles de la Fig.8). Tot i les diferencies que existeixen
entre les rutes de migracio esmentades, €l tret que les caracteritza és €l tipus de migracio que en
tots els casos té lloc mitjancant interaccions neurofiliques (Ono and Kawamura, 1989, 1990) i
gue discutiré més detalladament en €l seglent apartat. Pel que fa als estadis de generacio dels
diversos precursors, I'estudi de Taber-Pierce (1966) mostra que les neurones destinades a la 10
neixen en el periode E10-E11, les que es dirigeixen as nuclis LRN i ECN esdevénen
postmitotiques a E11-E12 i les neurones pontines (NRTP i BP) soriginen durant un periode

perllongat que sextén des de E12 fins a E16, assolint un maxim tarda de generacié a E14-E15.
3. MECANISMESDE MIGRACIO

En els apartats anteriors he descrit la formacié de dues zones laminades del cervell, €
cortex cerebral i € cerebel lar, fent palesa la importancia dels processos migratoris en el seu
desenvolupament. Una vegada establertes quines son les rutes de migracidé que recorren les
neurones, cal esbrinar quins sdn els mecanismes moleculars subjacents que permeten agquests
moviments tan extremadament organitzats i regulats tant espaciament com temporalment. Com
hem pogut observar, la migracio implica el desprendiment de les cél-lules postmitotiques de la
resta d'elements de la zona proliferativa i e desplacament actiu de les neurones indiferenciades
pel medi que les envolta (Rakic, 1971b, 1972). Diferents linies dinvestigacié, tant d'andlisis in
vivo com in vitro, indiquen gue la interaccio entre les neurones migradores i la superficie de les
cel-lules veines juga un paper clau en la seleccio d'un subtrat de migracid, en l'orientacio,
desplagcament i aturada de les neurones. En funcié del suport fisic que permet la migracio, es
parla de tres categories de cé-lules: gliofiliques, neurofiliques i bifiliques (Rakic 1985). Les
céllules gliofiliques ulititzen selectivament les fibres de la glia radial, sense ancorar-se a les
neurones o0 Processos neuronals que puguin apareixen a llarg de la sevatrgjectoria. En canvi, les
neurofiliques seguiran preferencialment la superficie de neurones, en concret la dels seus axons.
Existeixen, no obstant, cél-lules que presenten, temporalment o regionalment, afinitats per
superficies tant glials com neuronals en les diferents fases de la seva diferenciacio i, finsii tot,
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posseeixen dues classes de neurites que mostren diferents afinitats superficials. Es en aguests
casos que es parla de migraci6 bifilica.

En termes d'orientacié i direcciod del moviment cel-lular, lamigracio pot ser classificada
en dos eixos basics, € radial i € tangencial, ambdds tipus presents, tal i com he descrit, en €l
cortex cerebral i en el cerebel-lar. A granstrets, enlamigracio radial el's precursors emergeixen
de la zona ventricular, perpendicularment a aguesta, en direcci6 alasuperficie pid i utilitzant de
suport els processos de lagliaradia (Rakic 1971a, 1972; Hatten and Liem 1981), mentre que la
migracio tangencial es caracteritza perqué té lloc, en la seva majoria, paralel-la ala superficie
cerebral i as ventricles. La migracio radial, particularment prominent en estadis primerencs del
desenvolupament, és la responsable de I'organitzacié columnar basica de |la majoria d'estructures
cerebrals del sistema nerviés central, assegurant la distribucié columnar de les neurones
clonalment relacionades per tal de preservar e protomapa ventricular (Rakic 1971b, 1972,
1988). Pel que fa ala migracio tangencial, permet el transit de neurones des d'un compartiment

cerebral aun altre i sovint té lloc en estadis més tardans del desenvolupament.

3.1. LA MIGRACIO RADIAL

La migracié a llarg de la glia radial és la més ben estudiada. Nombrosos estudis que
donen suport a aguest model han estat realitzats (Edmonson and Hatten 1987; Fishell and Hatten
1991; Hatten 1993; Gao and Hatten 1994a,b; Anton et al., 1996) demostrant que entre el 80 i
90% dels precursors del cortex dels mamifers migren a llarg de les fibresde laglia. Ladireccio
exacta d'aguesta migracio depen de la trgjectoria de les fibres de la glia radia (Austin and
Cepko, 1990; Misson et a., 1991a), conjunt de cel-lules tipicament bipolars, allargades, amb €
soma situat a la zona ventricular i que formen uns fascicles que abasten tot el gruix del cortex
cerebral. Enlazonamarginal, lafibraradia ramificai formaun peu que connectaamb lalamina
basal de la superficie pia (Misson et al., 1991ab; Schmechel and Rakic, 1979a). Entre les
primeres cel-lules que poblen el cervell hi ha incloses les cél-lules astroglials, les quals es
transformaran transitoriament en cel-lules de glia radial mentre duri € procés de la migracio.
Una vegada finalitzat aquest proces, la majoria de les cél-lules glias retrauran € peu de la
superficie pial, canviaran la seva morfologia i esdevindran altra vegada astrocits (Rakic 1972;
Schmechel and Rakic, 1979a,b). En determinades arees cerebrals, les cdl-lules de glia radia
poden diferenciar a cél -lules no-neuronals especialitzades com és el cas de la glia de Bergmann,
ja esmentada en € cerebel, la glia septal o les cél-lules de Miiller (Rakic 1984). A nivell
molecular, sha vist que les molecules que permeten la unio entre cel-lules veines, o entre les

cél-lules i € substrat controlen una gran quantitat d'esdeveniments basics per a
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desenvolupament (Edelman et al., 1990). La majoria d'aguestes molecules son glicoproteines i
sanomenen molécules d'adhesié cel-lular (CAMS). Aixi, la migracié de les neurones per uns
substrats 0 uns altres pot ser explicada per la diferéncia d'afinitat per aguests, mitjangada per les
molecules d'adhesié (Rakic 1981). El mecanisme molecular de migracio, no obstant, és molt
meés complexe i inclou un reconeixement cel-lular inicial, seguit de I'adhesié mitjancant les
CAMs, per acabar amb la senyalitzacié transmembrana. Durant la darrera década, shan
identificat un gran nombre de possibles CAMs i molécules de senyalitzacié transmembranal
(Cameron and Rakic 1994; Fishell and Hatten 1991; Hatten 1993; Hatten and Mason 1990;
Nadargjah et al., 1997; Rakic 1981, 1990; Rakic et a., 1994; Sheppard et al., 1995; Sotelo et al.,
1994). Un gran avang en aquesta area ha estat la identificacid de I'Astrotactina, glicoproteina
present a la superficie de les neurones en migracio, el bloqueig de la qual atura la migracio de
les neurones d llarg de la glia radia in vitro (Fishell i Hatten, 1991). Encara mes, I'obtenci6
dimatges de cél-lules granulars en migracio ha revelat uns dominis especialitzats d'unio as
processos de la glia radial (Anton et al., 1996), la disrupcio funciona dels quals inhibeix la
motilitat cel-lular interferint amb el citoesquelet de microtibuls de la neurona en migracio
(Gregory et a., 1998; Anton et al., 1996). Shan proposat diversos elements de la matriu
extracel-lular com a influenciadors de la migracié granular. D'entre €lls, sha trobat que la
Thrombospondina (O'Shea et al., 1990) i la Tenascina (Husmann et al., 1992) influencien la
migracio granular actuant sobre la velocitat de produccio de la fibra paralel -la. Resultats similars
shan obtingut per les glicoproteines axonals NCAM i L1 I'efecte de les quals, tot i la seva
importancia en lamigracio, també és indirecte i tampoc intervénen en la translocaci6 del nucli al
llarg de les fibres glials sind que només actuen a nivell de les fibres paral-leles. També sha
implicat en la migracio granular el factor de creixement GGF, o neuregulina, el qual es troba
expressat en les cdl-lules granulars durant €l seu trajecte per les fibres glials (Anton et al., 1997,
Rio et al., 1997). La neuregulina suneix a erB4 que es troba en la superficie de la glia de
Bergmann. Altres andlisis també han relacionat molécules tals com € receptor NMDA per
glutamat (Komuro and Rakic, 1993), la proteina d'unié a lipids cerebral (BLBP; Feng et al.,
1994) i la Netrina-1 (Serafini et a., 1996; Ackerman et a., 1997) amb la migracio. El paper
d'aquesta darrera sera analitzat en detall en €l punt 3.3.

3.1.1 Els mutants neurologicsi la migracioé radial

L'estudi de ratolins mutants neuroldgics amb malformacions cerebrals (Sidman 1968,
1973, 1983; Hatten and Heintz 1995; Heintz et al., 1993) ha permés el descobriment dels loci

genétics que contribueixen a la migracié neuronal del cervell en desenvolupament. De fet,
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juntament amb I'estudi de desordres de migracio neuronals en humans, shan arribat a distingir
guatre esdeveniments clarament diferenciats de la migracid neuronal cortical. En lainiciacio del
moviment sha implicat a la Filamina 1 (FLN1), una proteina d'unié a actina la mutacio de la
qual esta associada a I'heterotopia ventricular humana (Eksioglu et al., 1996; Fox et a., 1998).
La relacio d'aguesta proteina amb les fibres d'estrés d'actina ha suggerit que aguest primer pas
dependria de mecanismes mitjancats pels filaments d'actina. A més, la FLN1 suneix a altres
proteines que possiblement també estan implicades en la migracié neuronal, incloent integrines
(Loo et al., 1998; Sharma et a., 1995), Ral A (Ohta et al., 1999) i la Presenilinal (Zhang et a.,
1998). Una segona fase del moviment es correspondria amb la migracié propiament dita, i en
aquest hi encaixarien diversos tipus de lissencefalies. Es coneixen almenys dos gens que
produeixen dues formes relacionades de lissencefalia: la proteina LIS1 (Dobyns et al., 1991;
Reiner et a., 1993) i la doublecortina (DCX) (Pinard et a., 1994). Ambdues shan relacionat
amb els microtdbuls (Sapir et a., 1997; Morris et al., 1998; Gleeson et al., 1999; Francis et al.,
1999; Horesh et a., 1999) suggerint que aquesta segona fase vindria governada per I'accio
d'aguests. En tercer lloc, les neurones en migracio del cortex cerebral shan dinsertar a la
preplaca, i en aquest punt sha demostrat la intervencio de diverses proteines. Reeling, Dabl, els
receptors per les proteines VLDL (VIdIr) i ApoE (Apoer2) i una proteina d'estructura semblant a
les cadherines (Caviness 1973; Goffinet 1984; Ogawa et al.,1995; Howell et a., 1997a,b;
Sheldon et al., 1997; Ware et a., 1997; Trommsdorff et al., 1998; D’ Arcangelo et al., 1999;
Hiesberger € al., 1999; Senzaki et al., 1999). En aguest cas, han estat mutants neurologics de
ratoli els que han proporcionat molta informacié respecte aquesta aquesta tercera fase i les
proteines implicades. El més estudiat ha estat el mutant que presenta una alteracio en la Reelina,
el ratoli reeler (D'Arcangelo et al., 1995), i, gracies ala similitud amb el seu fenotip, Shan pogut
identificar dos mutants per la proteina de transducci6 de senyal Dabl, scrambler i yotari (Sweet
et al., 1996; Yoneshima et a., 1997; Gonzalez et al., 1997). Sha hipotetitzat que la Reelina
actua de senya de stop per ales neurones en migracié (Pearlman and Sheppard, 1996; Frotsher
1997; Lambert de Rouvroit and Goffinet, 1998), mentre que les altres proteines esmentades
semblen implicades en la transduccié del senyal de la Redlina (Gonzalez et al., 1997; Ware et
al., 1997; Sheldon et al., 1997; Howell et al., 1997, 1999a,b; Rice et al., 1998; Trommsdorf et
al., 1999; Hiesberger et a., 1999; D'Arcangelo et al., 1999; Senzaki et a., 1999). Els detalls que
tenen a veure amb agquesta tercera fase i laimplicacié de les diverses proteines seran discutits en
el punt 3.3. Finalment, els mutants de dos gens que codifiquen per proteines del cicle cel-lular,
Cdk5 i p35, han fet pensar en una quarta fase. En aquests sha detectat un problema de migracio
una vegada els precursors ja es troben en la subplaca i sembla que el defecte es correspongui
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més amb la impossibilitat d'atravessar la placa cortical. Aquests mutants presenten un fenotip
semblant al reeler pero no del tot identic (Gilmore et al., 1998; Kwon and Tsai, 1998) i, tot i que
no esta clar quin és el seu paper en la migracio, sembla que tots el's efectes vénen mitjancats per
canvis en € citoesquelet (Shetty et al., 1993; Sun et al., 1996; Pant et al., 1997; Hosoi €t al.,
1995; Baumann et al., 1993; Senguptaet al., 1997; Paudel 1997).

Deixant una mica de banda aquestes quatre fases, pero relacionat també amb defectes de
la migracio, existeixen unes ateracions cerebrals humanes anomenades collectivament
lissencefalies de tipus |1 on existeix una migracio de neurones fora del sistema nervios central,
concretament cap a la membrana subaracnoide. En humans, un d'aguests tipus de lissencefalies
sha associat a mutacions en un nou gen, la fukutina (Kobayashi et al., 1998), mentre que en
ratolins existeixen diverses mutacions que provoquen fenotips semblants a la lissencefalia de
tipus 1. Mutacions induides en laintegrina a6 (Georges-Labouesse et a., 1998) o la Presenilina
1 (Psenl;, Hartmann et al., 1999) produeixen defectes en la superficie pial associades a
migracions fora del cértex. Es interessant de notar que € ratoli knockout per Psenl mostra
alteracions de la sintesi de Reelina en la zona marginal (Hartmann et al., 1999), per tant alguns
gens associats amb la lissencefdlia de tipus Il podrien estar indirectament implicats en la

senyalitzacio de la Redlina.

3.2.LA MIGRACIO TANGENCIAL

Determinats tipus neuronals en diverses subdivisions cerebrals migren en una direccio
gue no coincideix amb les guies formades per la glia radial, i, de fet, passen tocant a la glia
sense formar cap tipus d'unio permanent. Les neurones que es dirigeixen cap a pons o la oliva
inferior per a poblar aguests nuclis sén un bon exemple d'aquest cas, ja que migren en aposicié a
la superficie de les fibres en desenvolupament que van corrent paralleles ala superficie cerebral
(Ono and Kawamura, 1989, 1990; Bourrat and Sotelo, 1988; Rakic 1985). Pel que fa al cortex
cerebral, son estudis molt recents els que demostren que existeix migracio tangencia a llarg
d'axons que atravessen perpendicularment € sistema de fibres de glia (O'Rourke et a., 1992,
1997), com molt recent és també el coneixement que la MGE és la principal font de neurones
no-piramidals del neocortex (Porteus et al., 1994; De Carlos et al., 1996; Tamamaki et al., 1997;
Anderson et al., 1997; Grigoriou et a., 1998; Zhu et al., 1999; Lavdas et a., 1999; Sussel et al.,
1999; Wichterle et al., 1999; Parnavel as 2000). Cada vegada sembla més clar que les cél lules de
I'eminéncia ganglionar utilitzarien e sistema d'axons corticofugals per a accedir a cortex
tangencialment (Anderson et al., 1997, 1999; Lavdas et al., 1999; Métin and Godement, 1996).
Actualment, els mecanismes que guien les neurones a llarg dels axons son objecte
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dinvestigacions intensives i, de moment, només sha trobat una molecula que podria estar
implicada en la guia de les cdl-lules GABAérgiques des del telencéfal ventral cap a neocortex.
Es tracta de Slit, una proteina implicada en guia axonal i migracié (Brose et al., 1999; Y uan et
al., 1999) que, produida i secretada en regions de I'eminencia ganglionar (Zhu et a., 1999, Wu
et a., 1999), sembla proporcionar una activitat quimiorepulsiva que provoca que les neurones
GABAeérgiques abandonin I'eminéencia ganglionar per anar al neocortex. D'altra banda, si que
shan aclarit alguns mecanismes per a un tipus de migracié molt concreta, la ruta de migracié
rostral (RMS), la qual es déna en € cervell anterior de rossegadors neonats i adults (Fig.10A).
(Luskin, 1993b; Lois and Alvarez-Buylla, 1994). Els precursors neuronas nascuts a la zona
subventricular (SVZ) dels ventricles laterals (Fig.10B) migren tangencialment entre 3 i 8mm al
llarg de I'extensié anterior de la SVZ (Doetsch and Alvarez-Buylla, 1996), I'anomenada RMS,
per arribar a bulb olfactori on diferencien a cdl-lules granulars i periglomerulars. Aquestes
cél-lules semblen arrossegar-se les unes sobre les altres formant Ilargues cadenes al llarg de la
RMS i, ja en edats postnatals, aquesta migracio en cadenes té Iloc per uns canals creats per
cel lules especiaitzades (Lois et al., 1996). Sha vist que e mecanisme de migracié en cadenes
depen d'una molecula d'adhesi6 cel-lular especifica de neurones, NCAM, la qual sexpressa en
les céllules migradores de la SVZ en la seva forma polisiaitzada, en conjunt anomenada PSA-
NCAM (Bonfanti and Theodosis, 1994; Rousselot et al., 1995; Jankovski and Sotelo, 1996).
Estudis genétics moleculars demostren que aguesta és imprescindible per ala migracié neuronal
cap a bulb (Tomasiewicz et al., 1993; Cremer et al., 1994; Ono et a., 1994; Hu et al., 1996).
En I'estudi de Wu et al. (1999) es demostra que, altra vegada, és la proteina Slit I'encarregada de
guiar la migracié exercint una acci0 quimiorepulsiva en forma de gradient. Anderson i
col-laboradors (1999) proposen que existeixen dues rutes per les quals les interneurones
generades en la LGE i la MGE arriben a cortex cerebral. Un cami lateral, on les cél-lules
emergeixen de la MGE, atravessen la LGE i es dirigeixen cap a cortex i un cami medial on les
cel-lules sorgeixen de laLGE i del septum per anar ala base del bulb olfactori, ruta que esdevé
la RMS en etapes tardanes de la gestacio i postnatalment (Fig. 10A,C) (Hinds 1968; Luskin
1993b). Semblaria, doncs, que Slit intervé en la quimiorepulsio de les interneurones d'ambdues
viesde migracié (Zhu et a., 1999, Wu et a., 1999; Anderson et a., 1999; Parnavelas 2000).
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Figura 10. A) Secci6 sagital de cervell adult mostrant la ruta de migracié rostral (RMS). B)
Secci6 coronal del cervell anterior d’un embrio de ratoli de 15 dies mostrant la prominent zona
subventricular (SVZ) que existeix sota de la zona ventricular (VZ), tant del cortex com de les
eminéencies ganglionars lateral (LGE) i medial (MGE). C) Secci6é coronal del telencefal de
ratoli adult. La VZ embrionaria es transforma en una zona ependimal diferenciada que envolta
elsventricles i la SVZ proliferativa roman adjacent a la primera nomeés per la paret lateral dels
ventricles laterals. ES creu que aquesta SVZ derivade laSVZ dela LGE. CB, cerebel; cc, cos
callés, NC, neocortex; OB, bulb olfactori; ST, estriat.

Modificat de Garcia-Verdugo et al. (1998).
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3.3. LA REELINA EN LA MIGRACIO

En els darrers quatre anys sha progressat molt en la identificacio i caracteritzacio de
gens indispensables per a correcte posicionament cel-lular durant el desenvolupament cerebral
de ratolins i huma (D'Arcangelo and Curran 1998; Walsh 1999). Existeixen diversos estudis on
shan implicat diverses molecules difusibles, atractives i repulsives, com la Netrina-1 o la
Semaphorinalll, en laguia de les neurones en migracio (Behar et a., 1996; Hu and Rutishauser,
1996; Serafini et a., 1996; Ackerman et a., 1997). No obstant, e mutant ataxic reeler, que
presenta mutacions en la proteina Reelina, ha servit durant molts anys com a prototip per ala
investigaci6 de les mutacions neurol 0giques que afecten lamigracié neuronal i |'organitzacio del
CNS.

3.3.1 El mutant redler

Descrit per primera vegada per Falconer (1951), el mutant reeler presenta severes
anomalies en moltes arees cerebrals, particularment en regions laminades com el neocortex,
I'hipocamp i e cerebel (Caviness i Sidman, 1973; Mariani et a., 1977; Goffinet, 1980,1992;
Derer, 1985; Rakic and Caviness, 1995), desorganitzacio que condueix a disfuncions
d'aprenentatge i motores. En €l cerebel, €l qual presenta un tamany molt reduit, les céllules de
Purkinje es troben agrupades i distribuides ectopicament per sota de la capa granular, enlloc de
formar una capa uniforme per sobre d'elles (Mariani et al., 1977). En el cortex cerebral, aixi com
en |'hipocamp, les neurones no aconsegueixen establir el patrd correcte de migracio de dins cap
enfora, de manera que les lamines del cdrtex queden aproximadament invertides (Caviness
1973, 1982). Com ja he esmentat amb anterioritat, el defecte fonamental del mutant reeler
sembla ser que les neurones en migracio no es poden insertar a la preplaca, i enlloc d'aixo
sapilen desordenadament per sota della, deixant-la a la superficie en forma del que sha
anomenat la superplaca (Fig.11) (Caviness 1973; Goffinet 1984; Ogawa et a., 1995). Aquest
fenotip es reprodueix quan sincuben cultius en rotacié de neurones reeler o bé incubant
neurones normals amb I'anticos CR-50, el qual inhibeix la funcié de la Redlina (Ogawa et al.,
1995; Nakagjima et al., 1997). Donat que la Reelina es troba a la preplaca i posteriorment a la
zona margina (D'Arcangelo et al., 1995; Ogawa et al., 1995), sha hipotetitzat el seu paper com
a repel-lent per a les neurones de la subplaca, deixant espai perque les neurones corticals es
distribueixin per la preplaca. Alternativament, la Reelina es podria unir directament a les
neurones corticals senyalitzant el final del procés migratori, o bé modificant les interaccions

entre neurones i les fibres de la glia radial o les interaccions entre les neurones corticals. Sha
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observat, a més, que les neurones corticals generades en els ratolins reeler son meés adhesives
gue les neurones normals suggerint que les interaccions cél-lula-cel-lula son defectuoses en
I'absencia de Redina (Hoffarth et al., 1995). Tot i que el mecanisme exacte encara no sha
identificat, esta clar que la Reelina en la zona marginal proporciona un senyal local que dirigeix
I'organitzacio laminar del cortex cerebral.

En e cerebel, la Redlina és produida ja en estadis molt primerencs per les cel-lules
presents a la superficie cerebel-lar (Miyata 1996), just quan comencen a migrar les primeres
cel-lules de Purkinje, suggerint un paper com a senyal de stop es troba per a aquestes (Sheppard
and Pearlman 1997, Pearlman and Sheppard 1996). La Redlina, doncs, interrompria la migracio
inicial de la primera capa de cél-lules que es forma en e cortex cerebel-lar. Aquesta accio
mantindria els precursors de les cel-lules de Purkinje en una zona amplia zona, on
interaccionarien amb els afferents que van arribant (Mason et al., 1990) i esperarien |'arribada de
les cél -lules granulars (Miyata et al., 1997). En € ratoli reeler aguesta PCL no es formai el que
sobserva en zones profundes del cortex cerebel-lar és una distribucio d'agregats de cél -lules de
Purkinje. Pel que fa a les cél-lules granulars, sha vist que expressen Reelina (Miyata et al.,
1996; Schiffman et al., 1997), perd que aquesta no afecta la seva migracié (Soriano et al., 1997).

També shan detectat altres anomalies anatomiques del mutant reeler en altres estructures
cerebrals importants com el talem, el mesencéfal, el bulb raquidi i la medul-la espinal (Goffinet
1984; Frost et al., 1986; Yip et a., 1998).

Figura 11. Desenvolupament cortical primerenc en €l ratoli normal i en el mutant reeler. A
E12, el desenvolupament del cortex reeler no presenta cap ateracio. A E14, s observa com les
primeres cél-lules postmitotiques s apilen per sota de la preplaca en e cortex reeler i
posterioment, a E16, son incapaces d’ atravessar |es seves predecessores de la placa cortical.
Modificat de Bar et al. (2000).
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3.3.2 Lescél-lulesde Cajal-Retzius

Al llarg del desenvolupament, lareelina és produidai secretada per poblacions neuronals
clarament diferenciades. En el cortex cerebral, concretament, la utilitzacio de tecniques
immunocitoquimiques i d'hibridacions in situ realitzades amb sondes especifiques per la Reglina
revela una capa discreta de cél -lules marcades distribuides per tota la superficie del neuroepiteli
telencefalic (D'Arcangelo et a., 1995; Ogawa et al., 1995). Aquestes cél-lules es corresponen
amb les cdl -lules de Cgjal-Retzius (CR), esmentades ja en anteriors apartats, que pertanyen a un
dels primers tipus de neurones generades en € cortex dels mamifers. Es localitzen a la part
superficial de la preplaca, la seva naturalesa és transitoria i, donat que son les maximes
responsables de la produccié de Reelina, han de jugar un paper en la corticogénesi (Marin-
Padilla, 1971, 1972, 1984, 1998; Konig et a., 1977; Edmuns and Parnavelas, 1982; Derer and
Derer, 1990, 1992; Soriano et a., 1994, 1997; D'Arcangelo et al., 1995; Hirotsune et a., 1995;
Ogawa et al., 1995; Del Rio et a., 1995, 1997; Nakgjiima et al., 1997; Meyer and Goffinet
1998). En concret, les neurones de CR regulen el fenotip de les cdl-lules de la glia radia i €
patré de desenvolupament de la placa cortical de dins cap enfora, ja que, quan seliminen les
céllules de CR del neocdrtex de ratolins nounats, es pot observar una interrupcio de la migracio
neuronal i una laminacié cortical desorganitzada acompanyada d'una transformacio prematura
de les céllules de la glia radial en astrocits (Supér et a., 1997). Fet que encaixa amb la
desorganitzacio del sistema de la glia que presenta e mutant reeler, amb unes fibres de menor
llargada que desapareixen prematurament (Pinto-Lord et al., 1982; Hunter-Schaedle 1997).
Encara més, experiments in vitro demostren que les cél-lules de CR indueixen la morfologia
radial de les cél-lules astroglials del cerebel i, finsi tot, dirigeixen la migracio de les cél-lules
granulars (Soriano et a., 1997).

3.3.3LaRedlina

La base molecular del fenotip reeler fou descoberta gracies a la insercio fortuita d'un
transgen fos en €l locus reeler, fet que comporta la identificacio directa del gen de la Reelina
(D'Arcangelo et al., 1995). La caracteritzacio del gen mutat mostra que esta conservat en un
gran nombre de vertebrats, de manera gque la similitud de la seqliencia nucleotidica entre els
ratolins i els humans és d'un 87% i les respectives proteines son identiques en un 94%
(D'Arcangelo et a., 1995; DeSilva et al., 1997). La proteina presenta un elevat pes molecular
(385kD) i codifica per una proteina extracel -lular que conté regions de similitud amb diverses
proteines d'adhesio cel-lular. L'extrem amino terminal sassembla a de la F-spondina, una

proteina que és secretada per lafloor plate de la medul la espinal, que dirigeix lamigracio de les
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cél-lules de la cresta neural i podria funcionar com a senyal inhibidor durant la formacio de les
fronteres entre neuromers (Klar et al., 1992; Burstyn-Cohen et al., 1999; Debby-Brafman et al.,
1999). L'estructura principal de la Reelina ve donada per una serie de vuit repeticions d'uns 350-
390 aminoacids (caracteristics de la Reeling), dins de les quas shi distingeix un domini
semblant a factor de creixement epidermic (EGF-like) (Fig.12A). La repeticio d'agquests motius
EGF-like també sobserva en altres proteines de matriu extracel-lular com la tenascina C, la
tenascina X, la restrictina i la familia dintegrines de cadena 3 (D'Arcangelo 1995, 1997
Hirotsune et al., 1995). També sha descobert recentment que la Reelina és proteoliticament
processada en dues proteines de pes molecular més baix, de 180 i 250kD, mitjancant una
metal -loproteinasa (de Rouvroit et al., 1999).
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Figura 12. A) Estructura modular de la Reelina. La zona marcada en blau és la reconeguda per
I"anticos CR-50, que bloguegja la funcié de la Reelina. B) Model hipotetitzat per a la
senyalitzacio de la Reelina, sense tenir en compte la integrina a3p1 recentment implicada en el
mecanisme. Els receptors per VLDL i ApoE2 comparteixen una estructura similar incloent el
domini NPXY amb capacitat d' unié a Dabl. Les CNRs estan representades en blau.

Modificat de Gilmore and Herrup (2001).
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Addicionalment, sha vist que la Reelina influencia € creixement i el targeting dels
aferents hipocampics, implicant-la d'aquesta manera en e creixement i guia axonal (Del Rio et
al., 1997; Borrell et al., 1999). Referent al seu patr6é d'expressio durant € desenvolupament del
cervell, shan publicat dos estudis (Ikeda and Terashima, 1997; Schiffmann et a., 1997) que
emfatitzen la falta de correlacio entre els llocs d'expresio de reelinai e fenotip reeler. Alhora,
també sha observat, més recentment, que e MRNA de reelina es troba en cél-lules
GABAeérgiques del cortex cerebral adult (Pesold et al., 1998).

3.3.4 Hipotes del mecanisme d'actuacio de la Redlina

No esta clar quin és el mecanisme a través del qual 1a Reelina exerceix € seu efecte. El
fet que els ratolins deficients pels gens cdk-5, p35 i dabl, els quals codifiquen per proteines de
transducci6 de senyal, presentin deficiencies en la migracié semblants a les observades en e
reeler (Ohshima et al., 1996; Chae et al., 1997; Howell et a., 1997a,b; Sheldon et al., 1997;
Ware et a., 1997) suggeri, inicialment, que les funcions de la Reeglina havien d'estar mitjancades
per receptors o proteines d'unid a Reelina. La Reelina actuaria en les neurones migradores a
través d'aquests receptors, idea que sha vist reforcada pel fet que aguesta proteina es troba
associada a neurones que no expressen el MRNA de reelina (Ogawa et a., 1995; Miyata et al.,
1996) i, meés recentment, per la publicacio d'estudis on shan caracteritzat altres molécules amb
la capacitat d'unir Reelina. Al cap de poc didentificar la Reelina, es descrigueren dos mutants
gue presentaven un fenotip semblant a reeler, anomenats scrambler i yotari (Sweet et a., 1996;
Gonzaez et a., 1997; Sheldon et a., 1997; Yoneshima et al., 1997), els quals tenien una
alteracio en € gen dabl i no mostraven alteracions en els nivells de Reelina (Goldowitz et al.,
1997). Dabl fou identificada com a una proteina fosforilable en residus de tirosina i aguesta
fosforilacid era necessaria per ala seva uni6 a proteines de transduccio de senyal com Src, Fyn i
Abl (Howell et a., 1997a,b). D'altra banda, es veié que Dabl sexpressa de forma elevada en
els ratolins reeler i la seva fosforilacio esta regulada per la Reelina (Howell et al., 1997a,b;
Sheldon et al., 1997; Rice et al., 1998). Totes aquestes dades condueixen a pensar que ambdues
proteines comparteixen la mateixa ruta de senyalitzacio i que Dabl actua a l'interior de les
neurones en migracio com a resposta a la senyal provocada per la Reelina (Howell et al., 1999).
L'expressio de Redlina i Dabl en poblacions de cél-lules adjacents (cel-lules de CR i neurones
de la placa cortical, o bé cél-lules granulars i de Purkinje, respectivament), abans del moment en
qué els defectes neuroanatomics esdevinguin aparents en els ratolins deficients en Reelina o
Dabl, semblen indicar que les neurones que expressen Dabl responen a Reelina just en el

moment que interrompen la migracio i es desenganxen de la glia radial (Rice et a., 1998; Rice
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and Curran 1999). Encara més, shan descobert uns ratolins amb una mutacié doble per a
receptor de les VLDL (VIdir) i € de I'ApoE (Apoer2), que presenten un fenotip indistingible
dels mutantsreeler i scrambler (Trommsdorff et a., 1999). Ambdds receptors formen part de la
superfamilia de receptors per ales lipoproteines de baixa densitat i, a més, shavist que tenen la
capacitat d'unir Dabl (Howell et al., 1997a, Trommsdorff et al., 1998). Per acabar d'entendre
com funcionaria el mecanisme de transduccié de senyal iniciat per la Reelina, estudis molt
recents han demostrat que tant Apoer2 com VIdlr suneixen a la Redlina i que aquesta unio
condueix a la fosforilacio de Dabl i, en € cas de VIdir, a la internaitzacié del receptor
juntament amb la Reelina (D'Arcangelo et al., 1999; Hiesberger et al., 1999). Per tant, existeixen
evidencies convincents per a concluore que la Reelina, € VIdir, el Apoer2 i la proteina Dabl
funcionen en una mateixa ruta de senyalitzacié entre les cél-lules de CR i les neurones de la
placa cortical. No obstant, ha aparegut una altra familia sencera de proteines amb capacitat
d unir Reelina, es tracta de les anomenades cadherines (CNRs; Senzaki et al., 1999). El fet que
aquestes actuessin de co-receptor suposa una idea atractiva ja que s ha demostrat que el domini
intracel -lular d’ aquestes és capag d’'unir Fyn, i aguest (0 un altre) membre de la familia Src
podria ser la kinasa responsable de lafosforilacié de Dabl. Considerant aquests dos receptors, la
Reelina els posaria en contacte de manera que VIdir/Apoer2 uniria Dabl per la part
citoplasmatica i les CNRs unirien la kinasa encarregada de fosforilar Dabl (Fig.12B). Un estudi
encara meés recent, pero, ha acabat de complicar I’ assumpte amb el descobriment que també una
integrina, la a3p1, té capacitat d’'unié a Reelina (Dulabon et al., 2000). Pel que fa a aquesta
integrina, sha vist que la sevainhibicié és suficient per a provocar que les neurones migradores
salliberin de la glia radial. Basant-se en aquest fet, Dulabon i col-laboradors han hipotetitzat un
model d'actuacié de la Reelina. Segons aquest, la migracio a llarg de les cél-lules de la glia
radial estaria mitjancada per la a3B1 integrina acompanyada d'altres molecules d'adhesié o de
senyalitzacio (Komuro and Rakic, 1998; Maeda and Noda, 1998). Durant la translocacio des de
la zona ventricular fins ala placa cortical, laintegrina a331 neuronal interactuaria amb Iligands
com lalaminina, que esta distribuida per totes les cadenes de laglia (Liesi 1990). Una vegada a
la placa cortical, les neurones migradores trobarien la Reelina i la preferencia de la integrina
a3B1 cap als seus lligands canviaria, de manera que disminuiria l'afinitat cap a les molecules de
la superficie de la gliaradial i augmentaria l'afinitat cap a la Reelina. Llavors aguesta uniria la
integrina 381 en un complex que inclouria també el VIdir/Apoer2 i les CNRs, la formacio del
qual conduiria a una alteracié de l'adhesié mitjancada per la integrina, potser degut a la
internalitzacié de aquesta integrina junt amb els altres receptors (D'Arcangelo et al., 1999). Tant
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el canvi d'dfinitat de laintegrina a3p1 per lalamininacom la seva endocitos induida pel VIdir,
podrien ser la causa de la rapida dissociacié de la glia radia que pateixen les neurones
migradores. Indubtablement, la Reelina també té efectes cap a l'interior cel-lular que serien
crucials per assolir els seus efectes inhibidors de la migracié (Hiesberger et al., 1999). Esta per
determinar encara s la kinasa Cdk5 es troba implicada d alguna manera en la ruta de
senyalitzacio de la Redlina. La regulacié de I'afinitat per as lligands i I'endocitosi induida
podrien ser mecansimes generals per a una eliminacio rapida i especifica de regié de les
molécules de senyalitzacio i d'adhesié situades en el leading process (part capdavantera de la
neurona que dirigeix la migracio) de les neurones migradores en el moment que aquestes deixen

de migrar i comencen la seva agregacio a les diferents capes del cortex cerebral.

3.4. LA NETRINA EN LA MIGRACIO

3.4.1 El paper dela Netrina-1 en |I'axogénesi

Les netrines son una familia de proteines secretables d'estructura semblant a la laminina
gue poden actuar tant com a quimioatraients com a quimiorepel -lents per diferents axons en
desenvolupament (Fig.13A) (Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1994; Colamarino and
Tessier-Lavigne, 1995a). Els membres d'aquesta familia es trobaren independentment en
invertebrats i vertebrats (Ishii et al.,1992; Kennedy et al., 1994; Collamarino and Tessier-
Lavigne, 1995a; Serafini et al.,1996; Wadsworth et al., 1996). Inicialment, un screening genetic
a C.elegans revela tres gens, anomenats unc6, unc5 i unc40, els quals estaven involucrats en la
migracio cel-lular i axonal al llarg de I'eix dorsoventral del tub neural (Hedgecock et al., 1987,
1990; Ishii et al., 1992; Wadsworth et al., 1996; Hedgecock and Norris 1997). En els animals
mutants per aguests gens, sobserva una desorganitzacié de les migracions circumferencials
dutes a terme tant pels axons pionersi com per les cél-lules del mesoderm. D'altra banda, en una
aproximacio experimental dissenyada per ala deteccié de molecules de guia, Tessier-Lavigne i
collaboradors aillaren dues proteines que mimetitzaven |'efecte quimioatraient derivat de la
floor plate, la Netrina-1 i la Netrina-2. Les netrines aillades en vertebrats, en Drosophila i la
proteina UNC-6 de C. elegans son homologues i defineixen la familia de les netrines (Ishii et
al., 1992; Serafini et al., 1994; Mitchell et al., 1996; Harris et al., 1996). Comparteixen un elevat
grau d'homologia amb la laminina (Tessier-Lavigne and Goodman 1996), un conegut
constituent de les membranes basals i potent estimulador del creixement neuritic (Martin and
Timpl 1987). L'estudi de la seva estructura ha suggerit que les netrines son proteines secretades
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gue possiblement interactuen amb components de la matriu extracel-lular i de la superficie
cel lular (Serafini et a., 1994; MacLennan et a., 1997).

En els animals bilaterament simétrics, un dels primers passos que es donen en
I'axogénesi és la formacié de les connexions comissurals. Les comissures, o feixos d'axons que
connecten les dues meitats del cos de I'animal i que estan presents a llarg de tot I'eix
anteroposterior, depenen de la guia i organitzacio d'uns grups de cdl-lules especialitzades
situades ala liniamitja ventral (Colamarino and Tessier-Lavigne 1995b). Lafloor plate, situada
a la part més ventral d’'aguests grups de cél-lules de la linia mitja, és la diana intermitja dels
axons comissurals de la medul-la espinal embrionaria. Assatjos in vitro han demostrat que
explants de floor plate son capacos d'atraure i redirigir axons comissurals provinents de les
zones dorsals dels tub neural (Tessier-Lavigne et al., 1988; Placzek et al., 1990; Shirashaki et
al., 1995, 1996). S'ha vist que les netrines es troben expressades al |larg d'aguesta la linia mitja
ventral, tant en invertebrats com en vertebrats, (Kennedy et al., 1994; Harris et a., 1996;
Mitchell et al., 1996; Wadsworth et al., 1996; Hedgecock and Norris 1997) i que estan
involucrades tant en |'atraccié de d’ algunes poblacions axonals cap a la linia mitja ventral com
en larepulsio d'atres. En el cervell anterior, sha demostrat que la Netrina-1 intervé en la guia
dels axons corticofugals i també en la dels axons retinals en el disc optic (Kennedy et al., 1994;
Colamarino and Tessier-Lavigne 1995a; Shirasaki et a., 1995; Deiner et a., 1997; Métin et al.,
1997; Richards et al., 1997; delaTorre et a., 1997; Varela-Echevarria et a., 1997). També sha
observat, no obstant, que els axons comissurals requereixen la interaccié d'amenys dues
mol ecules d'adhesio, Axonina/TAG-1 i Ng-CAM /L1, per assolir les seves dianes (Stoeckli and
Landmesser, 1995).

3.4.2 Elsreceptorsdela Netrina-1

Tornant a I'especie C.elegans, he esmentat que les mutacions dels gens unc-6, unc-5 |
unc-40 provoguen una desorganitzacié de les migracions circumferencials que tenen lloc en €l
tub neural embrionari. Existeixen, pero, diferéencies en |'ateracio de les migracions en funcié del
gen mutat (Fig.13B). En €l cas de la mutaci6 en unc-6 (homoleg de les netrines que es trobaria a
lafloor plate), tant les migracions en la direccio dorsal com ventral es veuen afectades, mentre
gue pels mutants d'unc-5 l'dteracio és en les migracions dorsals, i pels mutants d'unc-40
I'anomalia es detecta majoritariament en les ventrals (Hedgecock et al., 1987, 1990; Ishii et
al.,1992; Chan et a., 1996). L'analisi genetic d'unc-5 i unc-40 en C. elegans revela que agquests
gens codificaven per proteines transmembrana de la superfamilia de les immunoglobulines (1g-
CAMs, Leung-Hagesteijn et a., 1992; Hamelin et al., 1993) i sells proposa com a candidats a
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receptors per a les netrines (Fig.13A). (Chan et al., 1996). En el model més simple que sha
predit per a l'actuacio d'aquestes proteines, shipotetitza que les céllules i axons que expressin
Unc-5 1 Unc-40 seran repel -lits per Unc-6, mentre que si disposen de Unc-40 (i potser d'un altre
co-receptor) seran atrets per les fonts d'Unc-6.
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Figura 13. A) Estructura modular de la Laminina, Netrina i receptors de la Netrina. B)
Comportament dels conus de creixement circumferencials en e nematode de soca salvatge i en
els mutants per unc6, uncsi unc40. CITO, domini citoplasmétic; F3, fibronectinatipus I1l; 1g,
immunoglobulina; LE, domini EGF-like de la Laminina; LN, domini N-termina de la
Lamining; L4, domini de la Laminina; NC, domini C-terminal de la Netrina; TM, hélix
transmembrana; T 1, trombospondinatipus|.

Modificat de Hedgecock and Norris (1997) i Goodman (1996).

Els homolegs d'Unc-40 en vertebrats inclouen al DCC (Deleted in Colorectal Cancer,
proteina mutada en cancers de colon humans) i la neogenina, mentre que en Drosophila € gen
homoleg sanomena Frazzled (Chan et a., 1996; Keino-Masu et al., 1996; Kolodzig et a., 1996;
Guthrie 1997). En les diferents espécies estudiades, les immunotincions per a DCC revelen la
presencia de la proteina en els axons comissurals i en els conus de creixement i, a més, els
mutants per pérdua de funcid d'aquest gen presenten un fenotip similar a |'observat per as

respectius mutants de la Netrina-1/Unc-6 (Harris et al., 1996; Mitchell et al., 1996; Serafini et
39



INTRODUCCIO

al.,1996; Fazeli et al., 1997). En concret, en ratoli, aguests mutants presenten unes projeccions
comissurals aberrants acompanyades de la manca del nucli ponti i d'una severa atrofia del
complex olivar inferior (Hedgecock et al., 1990; Serafini et al.,1996; Kolodzig et al., 1996;
Fazeli et a., 1997). Les evidencies més directes que demostren que el DCC i la neogenina son
receptors de la Netrina-1 son d'una banda la seva capacitat d'unio a Netrina-1 amb una afinitat
gue concorda amb I'activitat especifica de la Netrina-1 in vitro, i de l'altra els assatjos in vitro on
la presencia d'anticossos contra DCC inhibeix € creixement que experimenten els axons
comissurals quan son estimulats per la Netrina (Keino-Masu et al., 1996). Segons totes aquestes
dades, el DCC seria un component del receptor-complex que mitjancaria la resposta
qguimioatractiva a Netrina-1 (Keino-Masu et al., 1996; Fazeli et al., 1997). La funcio de la
Neogenina encara resta desconeguda, tot i que en un estudi dels patrons d'expressié dels
MRNASs del DCC i la Neogenina sha suggerit que el DCC actuaria en estadis molt primerencs
del desenvolupament del CNS i la Neogenina funcionaria de molécula de guia en estadis més
tardans continuant lafeina comencada pel DCC (Gad et al., 1997).

Hem esmentat que la Netrina-1 presenta un comportament bifuncional, actuant tambeé
com quimiorepulsiu per a determinats axons (Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995a; Varela-
Echevarria et al., 1997). Aquest efecte esta mitjancat per I'altra familia de receptors de la
Netrina-1, les proteines emparentades amb Unc-5 (Hedgecock et al., 1990; Leung-Hagesteijn et
al., 1992; Hamelin et al., 1993; Leonardo et al., 1997). Shan clonat tres homolegs del gen uncs
en vertebrats. uncbhl, unc5h2 en rata (Leonardo et a., 1997) i uncs5h3 (inicialment anomenat
rcm, degut ala sevaimplicacié en laMalformacié Cerebel -lar Rostral de ratoli; Ackerman et al.,
1997). Sha demostrat que suneixen a la Netrina-1 amb constants de dissociacié coherents amb
lados de Netrina-1 necessaria per a promoure el creixement axonal (Leonardo et a., 1997). El
mutant per uncbh3 presenta anomalies en € cerebel postnatal, entre elles destaguen un patré de
foliacid anormal acompanyat de la localitzacid ectopica de les cél-lules de Purkinje i de les
granulars en € col-licle inferior del cervell. Aquests defectes fan pensar en una migracio
aberrant d'aquestes cél -lules en la direccio rostral i en una péerdua dels limits cerebel -lars rostrals
(Ackerman et al., 1997; Leonardo et al., 1997; Przyborski et al., 1998). Tenint en compte aquest
mutant i els ratolins mutants per netrina-1 i dcc, caracteritzats per la manca del nucli ponti i una
atrofia severa del complexe de la oliva inferior (Serafini et al.,1996; Fazeli et al., 1997), sembla
gue la Netrina estaria funcionant tant de guia per a la navegacié axonal com per la migracio
neuronal (Keino-Masu et al., 1996; Bloch-Gallego et al., 1999). Concretament, existeixen
evidencies per pensar que la floor plate, a través de la secrecié de Netrina-1, podria estar

implicada en els passos inicials de la migracio de les neurones olivars inferiors des del llavi
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rombic. Els precursors de les neurones olivars inferiors expressen algun dels receptors de
Netrina-1, sols 0 bé en determinades combinacions, en funcié de I'etapa de migracio en qué es
troben, mentre que la Netrinael és expressada per la floor plate a llarg de tot €
desenvolupament de la IO (Bloch-Gallego et a., 1999). Cada vegada sembla més evident que,
tant en vertebrats com en invertebrats, les senyals que governen el creixement axonal podrien
també estar implicades en migracié neuronal (Culotti and Kolodkin, 1996; Goodman 1996; Hu
and Rutishauser, 1996; Tessier-Lavigne and Goodman 1996). Tot i la clara implicacié dels
receptors Unc5 en la quimiorepulsio, a C. elegans Unc-40 és necessari no tan sols en les
migracions ventrals (on seria atret per la Netrina-1 secretada per la floor plate), siné que en
menor proporcio també afecta a les migracions dorsals (on seria repel lit per la Netrina-1)
(Hedgecock et al., 1990). Molt recentment, shan realitzat assatjos in vitro proporcionant
evidencies de la formacié d'un complexe entre el DCC i Unc5, induit per la Netrina-1, que
convertirial'accio quimioatractiva del DCC en quimiorepulsiva (Hong et al., 1999).

Existeixen encara pocs estudis funcionals destinats a esbrinar la possible funcio de la
Netrina-1 i dels seus receptors en les migracions neuronals que tenen lloc en el sistema nervids
central. En un estudi general on sanadlitzava I'expressié dels mRNAs de Netrina-1 i del seu
receptor DCC en el sistema nervios central i periféric, posaren de relleu la seva expressio en
zones de diferenciacio neurona i, pel que fa a la migracié neuronal, sembla que podria estar
actuant a nivell de les interneurones del cerebel (que expressen DCC en € seu pas per la
substancia blanca) que es dirigeixen cap a les zones superficials del cortex cerebel-lar (que
expressen la Netrina-1) (Livesey and Hunt 1997). Sim i col-laboradors han suggerit, a més, que
la Netrina-1 actuaria de molecula de guia global per a totes les migracions circumferencials
dirigides cap a la linia mitja, en tots els nivells de I'eix del del sistema nervids on existeix la
floor plate (Smet al., 1999).

4. LA MIGRACIO NEURONAL EN ANIMALSHIPOTIROIDEUS

Molt poc se'n sap dels factors fisiologics que regulen I'expressio de Reelina; Unicament
shadescrit que el factor neurotrofic derivat del cervell (BDNF) regula a la baixa I'expressio del
MRNA de reelina (Ringstedt et a., 1998). D'altra banda se sap que I'hormona tiroidea [3,5,3-
triiodotironina (T3) i tiroxina (T4)] regula un nombre important de gens cerebrals, incloent
aquells que codifiquen per proteines mieliniques principals, proteines de citoesguelet,
neurotrofines i els seus receptors, factors de transcripcié i proteines de senyalitzacio
intracel -lular (Oppenheimer and Schwartz 1997; Bernal and Guadaiio-Ferraz, 1998). No obstant,
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cap d'aguests gens diana esta directament relacionat amb la migracio neuronal. Si que es coneix,
tanmateix, que la deficiencia d'hormona tirodea durant e periode perinatal, condueix al
cretinisme, un sindrome associat a retard mental i deficiéncies neurologiques, (DelLong 1990;
Porterfield and Hendrich 1993).

4.1. L'HIPOTIROIDISME EN ANIMALSEXPERIMENTALS

4.1.1 Caracteristigues gener als dels animals hipotir oideus

En animals experimentals, I'hipotiroidisme provoca un seguit d'anomalies en el sistema
nervios central, entre les quals les ateracions en la migracio cel-lular sdn de rellevant
importancia. Els primers estudis sistematics dels efectes de I'hipotiroidisme en el
desenvolupament del cervell de les rates foren duts a terme per Eayrs i col-legues (Eayrs and
Taylor 1951; Eayrs and Horne 1955; Eayrs 1955; Eayrs and Lishman 1955). La caracteristica
gue distingeix el cortex cerebral de les rates hipotiroidees és € desenvolupament tarda del
neuropil. Tant els cossos celul-lars del sistema nervids central com del periferic de les rates
hipotiroidees presenten un tamany més petit i estan més empaguetades que els de les rates
control. Aixi mateix, també mostren defectes en el creixement axonal i la sinaptogenesi, una
reduida mielinitzaci6 (Balazs et al., 1951, 1971; Rosman et al., 1972) i una expressio retardada
d'enzims especifics (Hamburgh and Flexner 1957; Garcia et a., 1967; Cocks et a., 1970).
Aquestes deficiencies sobserven en neurones del cortex cerebral, del cortex visual i auditiu,
I'hipocamp i €l cerebel, les quals es poden relacionar amb els problemes d'aprenentatge i motors
manifestats pels animals hipotiroideus (Stein et al., 1991). Totes aquestes anomalies, juntament
amb una marcada disminuci6 en el nombre de microtibulsi la retardada maduracié d'aguests en
les zones esmentades, assenyalen cap a possibles canvis profunds en el CNS (Legrand 1967;
Faivre et a., 1984). Si s administra hormona tiroidea a les rates hipotiroidees experimentals
abans del final de la segona setmana de vida extrautering, totes aguestes alteracions es poden
revertir. Com més es retardi la suplementacio, menys possibilitats de recuperacié existeixen
(Eayrs 1971; Legrand 1986). Recordem que € desenvolupament cerebel-lar en ratoli era
majoritariament postnatal i aix0 fa que I'hipotiroidisme perinatal afecti drasticament a
I'estructura i funcionament cerebel-lars (Legrand 1979; Koibuchi and Chin 1999). Les
alteracions anatomiques induides per I'hipotiroidisme perinatal han estat ampliament estudiades
i inclouen una migracio i proliferacio retardades de les neurones granulars del cerebel,
alteracions en la posicio de les céllules de Purkinje i una reduccio en la seva arboritzacio,

acompanyada d'una reduccié de les connexions amb les cél-lules granulars i de canvis en les
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connexions aferents (Nicholson and Altman 1972a, b, c; Lauder 1978; Legrand 1967, 1979;
Hajos et al., 1973). En € telencefal, també sobserven anomalies en la laminacié del cortex
cerebral, i localitzacions ectopiques de neurones (Patel et al., 1976; Legrand, 1984; Berbel et al.,
1993; Lucio et a., 1997).

Un dels motius pels quals stutilitza la rata com a model experimental per a
I'hipotiroidisme és la relativa facilitat amb que es pot induir en la femella gestant, els fetus
intrauterins i €ls neonats. L'administracié tant de 2-mercapto-1-metilimidazol com de
propiltiouracil en 'aigua per beure o € menjar bloquegja la oxidacié del iodur aiode impedint la
formacié de T3 a partir de T4 en latiroides maternal. Donat que aguests farmacs atravessen la
barrera placental i també son transmeses en l'alletament, tant els fetus com els neonats

esdevénen hipotiroideus profunds.

4.1.2 Els defectes de migracio en els animals hipotir oideus

En I’hipotiroidisme, el cerebel neonatal mostra alteracions en la migracio; concretament,
lamigracio que experimenten les cél-lules granulars des de la EGL cap alalGL es veu retardada
com a consequiéncia d'una reducci6 en la seva velocitat quan atravessen la capa molecular i la
glia de Bergmann (Lauder 1979; Legrand 1984)). D’ altra banda, una anomaliatipica del cerebel
hipotiroideu és la localitzacio ectopica de les cdl-lules de Purkinje que, recordem, també ocorre
d'una manera més exagerada, en € ratoli mutant redler (Mariani et al., 1977; Legrand, 1984;
Miyata et a., 1997). Amb tot, la migracié neuronal cerebral sha considerat tradicionalment no
alterada en I'hipotiroidisme, possiblement pel fet que aquest procés finalitza majoritariament
abans del naixement, i també pel presuposit que el cervell fetal ésinsensible al'hormonatiroidea
(Schwartz et al., 1997). No obstant aix0, dades recents han conduit a la reconsideracio d'aquesta
idea. Sha detectat una distribucié laminar anomalaen el cortex auditiu de les rates hipotiroidees,
que inclou un augment en el nombre de neurones en les capes V i VI, una concomitant
disminucio en les capes de la Il alalV, i la presencia anormal de neurones en la substancia
blanca subcortical (Berbel et al., 1993; Lucio et al., 1997). Aquestes anomalies
citoarquitectoniques molt probablement reflecteixen defectes de migracié en el cortex. També
sha mostrat recentment que la deficiencia de iode altera la maduracio de les cel-lules glias
hipocampiques, que estan implicades en la migracié neuronal (Martinez-Galan et a., 1997).
Addicionalment, I'hipotiroidisme afecta la migracid de les cél-lules que van des de les zones
germinatives cap al bulb olfactori i cap alaregio del caudat-putamen (Patel et a., 1976; Lu and
Brown, 1977).
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4.2. L'"HORMONA TIROIDEA

L'hormona tiroidea exerceix els seu ampli ventall d'accions reguladores controlant
I'expressio genica. Una vegada dins de la cél-lulasuneix a seu receptor nuclear (TR), € qual és
un factor de transcripcié regulat per lligand i amb capacitat d'unié a seqiiencies especifiques de
DNA conegudes com a elements de resposta a I'hormona tiroidea (TRES). La regulacié de la
transcripcié genica es pot dur mitjangant I'activacié dels TREs positius o la repressié dels TREs
negatius, o mitjangant la interferéncia amb atres factors de transcripcié (Mufioz and Bernal,
1997). Addicionalment, diversos estudis han mostrat efectes reguladors posttranscripcionals de
T3 en l'estabilitzacio, €l processament i la traducci6 del mRNA, o en mecanismes post-
traduccionals (Aniello et al., 1991). Normalment, TR Suneix al receptors retinoides (RXRS)
formant heterodimers, els quals es poden unir a diversos co-reguladors actuant aixi com a co-
repressors o co-activadors (Lazar, 1993; Mufoz and Bernal, 1997). EI complex TR-RXR-
coregulador determinara en darrera instancia I'accié nuclear de I'hormona tiroidea (Chin and
Yen 1997).

El model de funcionament acceptat en general assumeix que T3 és la hormona que
exerceix |'efecte, mentre que T4 serveix de precursor ja que té la capacitat d'entrar més facilment
en e cervell, on és convertit locament en T3 mitjancant les iodotironina 5'-deiodinases
(Oppenheimer 1983; Calvo et al., 1990). Laiodotironina 5'-deiodinasa tipus |1 és abundant en €l
cervell i és la maxima responsable d'aquesta conversié en aquest organ (Croteau et a., 1996;
Leonard et a., 1981; Leonard and Koehrle 1996). Es troba majoritariament en astrocits, fet que
suggereix que T4 és agafada dels capillars pels astrocits, convertida a T3, i transferida a les
neurones a través del contacte directe cél-lula-cél-lula per a que pugui interactuar amb € seu
receptor (Guadafo-Ferraz et al., 1999). Sha vist que I'activitat de la delonidasa esta regulada a
I'alta en I'hipotiroidisme, probablement per a protegir a cervell de la deficiencia d'hormona
tiroidea (Guadafio-Ferraz et al., 1997).

Shan clonat dos gens que codifiquen per receptors de T3, T3Ra i T3Rp, cadascun dels
quals posseeix duesisoformes T3Ral, T3Ra2 i T3RB1, T3RB2, respectivament. Es de destacar
gue, mentre que tota I'activitat d'unio a T3 en € cervell fetal ve donada per la isoforma T3Ral
(Schwartz et al., 1992; Strait et a., 1990, 1991), en el moment del naixement la concentracié de
MRNA de T3RB1 augmenta quaranta vegades i arriba a nivells maxims a voltant del dia
postnatal 10 (Strait et al., 1990; North and Fisher 1990). Aquest augment de receptor és
d'especia d'interés pergué coincideix amb un augment de T3 a nivell del serum, suggerint que
ambddés fenomens podrien ser un reflexe d'un programa de desenvolupament coordinat. Tot i
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I'elevada activitat dunié a T3 que presenten diverses regions del cervell en desenvolupament
(Méllstrom et al., 1991), els gens diana de T3 que desenvoluparien importants papers en la
formacio del cervell no estan ben definits.

4.3. GENSDIANA DE L'HORMONA TIROIDEA

En els darrers anys, ja shan descrit un elevat nombre de gens que es troben sota el
control de I'hormona tiroidea en el CNS (Bernal and Guadario-Ferraz, 1998). Tot i aix0, encara
no s han identificat les dianes directes claus per a correcte desenvolupament del CNS. Muiioz i
collaboradors (Mufioz et al., 1991) han comprovat I’ efecte de I” hipotiroidisme en |’ expressio de
diversos mRNAs del cervell en desenvolupament. D’una banda, han trobat una acusada
disminucié dels mRNASs de dos gens neuronals, la neurogranina (RC3) i la calbindina, en rates
hipotiroidees, tot i que no s hi ha pogut identificar una regié TRE que indiqui una possible
regulacio per part de T3 (Iniguez et al., 1993, 1994). D’altra banda si que s ha vist que els
nivells de mRNA dels gens associats a mielina, que inclouen la proteina basica de la mielina
(MBP), la glicoproteina associada a la mielina (MAG) i la proteina proteolipidica (PLP) es
veuen reduits en un 50% en €ls cervells hipotiroideus i a més s'ha vist que aquest gen esta
directament regulat per T3 (Nufiez et al., 1992; Farsetti et al., 1991, 1992). El cas de la MBP,
especificament expressada per I’ oligodendroglia, ha estat el més ben estudiat i concorda amb €els
defectes de mielinitzacié observats en animals hipotiroideus, ja que és la responsable de la
regulacié d'aguest procés. Amb tot, aquesta alteracio no pot explicar completament totes les
anomalies detectades en cervells hipotiroideus (Farsetti et al., 1992). Les concentracions de
proteines associades a microtibuls (MAP) i tau també es veuen dafectades en estats
d hipotiroidisme, tot i que no s havist un canvi en nivells de mRNA (Nuiiez et al., 1991; Silva
and Rudas 1990). Aquestes dades, juntament amb un estudi que demostra que T3 esta implicada
en la regulacio del splicing que sofreix el mMRNA de tau per passar de formes joves a formes
adultes, fan pensar en una funcio extranuclear de I’ hormona tiroidea, en la qual aguesta actuaria
a nivell posttranscripcional (Aniello et a., 1991). Relacionat amb aquesta possible funcio,
existeix un enzim, la monodeiodinasa de tipus 11, I'accié del qual es veu rapidament disminuida
per la presencia de T4. Mitjancant certes aproximacions experimentals, s'ha arribat a la
conclusié que I’hormona tiroidea influenciaria I’ activitat del citoesquelet, que provocaria la
internalitzacié de I’enzim cap a compartiments endosomals, disminuint aixi I’ activitat d'aguest
(Leonard et al., 1990; Farwell et al., 1993). La capacitat de |’ hormona tiroidea per a influenciar

I"activitat del citoesquelet obre la possibilitat que existeixin mecanismes similars que
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involucrarien proteines citoplasmatiques en la migracio neuronal, I’ elongacio axonal i dendritica
i ladiferenciacié neuronal (Lauffenburger and Horwitz 1996; Mitchison and Cramer 1996).

Estudis molt recents parlen de la possibilitat que les neurotrofines, com el BDNF i la
neurotrofina-3 (NT-3), estiguin regulades directament per T3. Aquests factors pertanyen a un
grup de proteines, que inclouen també a factor de creixement nervios (NGF), que desenvolupen
un paper essencia en la diferenciacié neuronal, € creixement neuritic i la sinaptogenesi (Lewin
and Barde 1996). Concretament, sha observat que, durant el desenvolupament del cervell de
rata, I'normona tiroidea augmenta I’ expressié del factor NGF, del gen trkA que codifica pel seu
receptor d'elevada afinitat, i del gen del factor NT-3 (Walker et al., 1982; Lindholm et al., 1993;
Alvarez-Dolado et a., 1994). A més, les anomalies observades en e cerebel de les rates
hipotiroidees concorden amb les observades en condicions de baixos nivells de mRNA de NT3 i
BDNF (Koibuchi and Chin 1999; Neveu and Arenas 1996; Lindholm et al., 1993; Koibuchi et
a., 1999) i el sumministre d’'aquests factors evita, en part, el desenvolupament cerebel-lar
anormal induit per I’ hipotiroidisme (Neveu and Arenas 1996). Contrariament, en el cervell
hipotiroideu sexpressen uns nivells anormalment elevats del receptor de baixa afinitat per les
neurotrofines p75-"°" (Figueiredo et al., 1993; Alvarez-Dolado et al., 1994). Aquestes dades
concorden amb lainteraccio funcional descrita entre I'normonatiroideai el NGF en el cervell en
desenvolupament dels rossegadorsi en les cel-lules PC12 de pheochromocytoma in vitro (Patel
et a., 1988; Clos and Legrand, 1990; Mufioz et al., 1993). Amb tot, no s han identificat TRES en
les regions promotores dels gens de NT3 i BDNF, tot i que s'ha vist que contenen mdltiples
[locs de comencament de transcripcio associats a diferents promotors i |'expressié d’ aquests
gens és regulada per T3 duna manera especifica de promotor (Koibuchi et al., 1999;
Leingartner and Lindholm 1994).

Recentment s'ha mostrat que un receptor nuclear orfe relacionat amb |I’acid retinoic
(RORa), membre de la superfamilia de receptors nuclears d’ hormones esteroidees, podria estar
relacionat amb el desenvolupament cerebel-lar mitjancat per T3 (Koibuchi and Chin 1998;
Koibuchi et al., 1999). Degut a les ateracions cerebel |ars que presenten els ratolins mutants per
RORa, s ha hipotetitzat que T3 podria estar regulant I’ expressié d aquest, el qual controlaria els
gens essencials per a desenvolupament normal del cerebel, o, alternativament, RORa. podria
estar regulant I’accié del receptor de I’hormona tiroidea (Hamilton et al., 1996; Sidman et al.,
1962; Messer and Hatch 1982). Existeixen altres factors influenciats per I’hormona tiroidea,
com Hr o Krox24, que podrien estar regulant alhora altres gens, o bé modulant €l receptor de

T3. Aquest és @ cas de COUP-TF, un gen que es troba regulat a llarg del desenvolupament i
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gue s ha vist que modula I’ accié del receptor de T3 (Thompson and Bottcher 1997; Thompson
1996; Ghorbel et al. 1999; Anderson et al., 1998; Schwartz et al., 1997).
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OBJECTIUS

L'objectiu general d'aquestatesi haestat e d'aprofundir en lafuncio de les molecules que
fan possible que la migracio neuronal es dugui a terme, permetent aixi un correcte
desenvolupament de sistema nervids central. Per assolir aguesta fita, ens hem centrat en les
molecules de guia Reelina i Netrina-1, la proteina adaptadora Dabl, i I'normona tiroidea, els
mutants de les quals presenten greus ateracions en el cervell degudes a migracions neuronals
aberrants en les primeres etapes de desenvol upament.

Concretament,

1.-Per aprofundir en les funcions de la Reelina hem analitzat el patré d'expressié que
presenten els transcrits de reelina en el cervell anterior del ratoli, ja des d'estadis embrionaris
primerencs fins a |'adult. Els andlisis shan basat en la técnica d'hibridacié in situ d'elevada
ressolucié mitjancant una ribosonda contra reelina marcada amb digoxigenina.

2.-Donada |la naturalesa poc clara d'algunes de les poblacions celul -lars que expressen €
MRNA de la reglina hem fet Us de tecniques de doble marcatge d'una banda pel mMRNA de la
reelina i de l'altra utilitzant anticossos contra diferents marcadors neurogquimics per tal de
caracteritzar €l tipus de cél-lules neuronals que expressen reelina en ratoli. També hem utilitzat
lahibridaci6 in situ doble, amb una sonda freda contra |I'enzim sintetitzador del neurotransmissor
GABA i una de radioactiva contra la reelina, per acabar de caracteritzar I'heterogénia poblacio
cel lular que sorgi dels andlisis anteriors.

3.-Pel quefaalaregulacié del'expressio del gen delareelinai donada laimportancia de
I'hormona tiroidea en € desenvolupament del cervell i, concretament, en la migracié neuronal,
hem volgut investigar si aguesta hormona podria estar regulant I'expressio de la Redlina. Aixi,
hem disposat d'un model experimental en rata que reprodueix els efectes de I'hipotiroidisme i
hem dut a terme un estudi comparatiu entre rates hipotiroidees i control on hem analitzat els
patrons d'expressio dels transcrits de reelinai de la proteina Reelina.

4.-Ja que l'accid intracel-lular de la Reelina estaria mediatitzada per la proteina
adaptadora Dabl, hem volgut comprovar s els nivells tant del seu mMRNA com de la seva
proteina es veuen alterats en els animals hipotiroideus.

5.-Finalment, i per tal d'estudiar directament si I'hormona tiroidea és capag de restituir el
patré normal d'expressié de reglina en els animals hipotiroideus, hem realitzat experiments in
vitro i in vivo on tant els animals hipotiroideus com els cultius extrets d'aquests shan tractat amb
hormonatiroideai hem analitzat els seus efectes.

6.-Referent al paper que podria desenvolupar la Netrina-1 en la migracié neuronal, no
ens hem centrat en el cervell anterior, siné en & posterior, ja que és en aquesta zona on shan

detectat |es alteracions que apuntarien cap a errors de migracié en els mutants per Dcc i Netrina-
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1. La complexitat de les rutes de migracio i de les diferents destinacions seguides per les
neurones originades en €l llavi rombic, ens porta a pensar que en aquest procés han d'estar-hi
implicats multiples factors de guia i daturada. Per tal d'entendre la base molecular de la
migracio neuronal en el Ilavi rombic, hem estudiat els efectes de la Netrina-1 in vitro en explants
extrets de llavi rombic de E12-E14, i del seu derivat postnatal, laEGL.

7.-Donada I'existéncia de diversos receptors per a la Netrina-1, hem analitzat els seus
respectius patrons d'expressio per a veure si concorden amb els resultats dels estudis funcionals
esmentats més amunt. Hem analitzat, doncs, mitjangcant la hibridacié in situ amb sondes
marcades amb digoxigenina, els patrons d'expressio dels transcrits de netrina-1 i dels seus
receptors dcc, neogenina, uncsh2 i unc5h3 en el tronc encefalic inferior i en e cerebel en

desenvolupament. Pel que faala proteina DCC també n'hem analitzat €l seu patré d'expressio.
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1. ORIGEN | UTILITZACIO D’ANIMALSEXPERIMENTALS

Tant per I'analisi d' expressié del gen reelina al llarg del desenvolupament com per a
I’estudi de la funcid de la Netrina-1 en les migracions cerebel lars hem utilitzat ratolins albins
embrionaris i postnatals OF1 (Iffa Credo, Lyon, Fran¢a) mantinguts a I’ estabulari de la Facultat
de Biologia de la Universitat de Barcelona. D’altra banda, per als experiments destinats a
comprovar els efectes de I’hormona tiroidea sobre I’expressio de reelina i dabl hem utilitzat
rates wistar mantingudes en I'estabulari del Instituto de Investigaciones Biomédicas “ Alberto
Sols” de la Universitat Autonoma de Madrid. En tots els casos, el dia d'acoblament i €l dia de
naixement dels animals s’ han considerat, respectivament, dia embrionari zero (EO) i dia
postnatal zero (PO).

S han realitzat tots els esforcos possibles per tal de minimitzar e sofriment dels animals
utilitzats i per fer Us d'aternatives a les tecniquesin vivo. Per a manteniment i manipulacié dels
animals hem seguit les recomanacions de European Communities Council Directive del 24 de
novembre de 1986 (86/609/EEC).

2. ANALISI DE L’EXPRESSIO DE REELINA

2.1. TRACTAMENT | PREPARACIO DEL TEIXIT

S utilitzaren ratolins albins OF1 de les seglents edats. E10, E11, E12, E14, E16, E18,
PO, P5, P10, P15, P21 i adult (de tres a nou animals cadascun). Els embrions E10-E12
sextragueren de les femelles prenyades després de I'anestésia d’ aquestes amb éter, i es fixaren
per immersié amb paraformaldeéhid a 4% en tamp6 fosfat 0.1M, pH 7.3 (PFA). Els embrions
més grans d'E14 i postnatals es perfongueren transcardiacament amb PFA i els seus cervells
foren postfixats. Posteriorment, es crioprotegiren els cervells amb sacarosa a 30% i es
congelaren en gel sec. Es recolliren seccions coronals, sagitals i horitzontals (de gruix: 80um,
E10-E12; 60um, E14-E18; 50um, PO-P5; 30um, P15-adult) en una solucié crioprotectora (30%
glicerol, 30% etilenglicol, 40% PBS 0.1M) i es guardaren a—30°C fins el diad'Us.

2.2. HIBRIDACIO IN SITU | IMMUNOCITOQUIMICA

La hibridacio in situ fou realitzada en seccions en flotacio essencialment com ha estat
descrit (de Lecea et al., 1994, 1997). Les seccions foren permeabilitzades amb Triton X-100 al
0.2-0.5% (15min), tractades amb H,O, a 2% (15min), desproteinitzades amb HCl 0.2N
(10min), acetilades amb anhidrid acétic (0.25% en hidroclorur de trietanolamina 0.1M; pH 8),
fixades en PFA 4% (10min) i bloguejades amb glicina 0.2% (5min). Després, les seccions es
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prehibridaren a 60°C durant 3h en una solucié que contenia el 50% de formamida, el 10% de
sulfat de dextra, 5X de solucio de Denhardt's, NaCl 0.62M, EDTA 10mM, PIPES 20mM, pH
6.8, DTT 50mM, 250ug /ml de tRNA de llevat i 250ug /ml de DNA desnaturalitzat d'esperma
de sailmo. Es marca una ribosonda de reelina amb digoxigenina-dUTP (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemanya) mitjancant la transcripcié in vitro dun fragment de cDNA que
codificava per a la Redlina de ratoli (D'Arcangelo 1995) utilitzant la RNA polimerasa T3
(Ambion, Austin, TX). EI RNA complementari al missatger (antisense) marcat fou afegit a la
soluci6 de prehibridacié (500ng /ml) i la hibridacié es dugué a terme a 60°C, durant tota la nit.
Llavors, les seccions es rentaren amb SSC 2X (30min, temperatura ambient ), realitzarem una
digestié amb 20mg /ml de RNAsa A (37°C, 1h), i les rentarem amb 0.5X de SCC /50% de
formamida (55°C, 4h) i amb 0.1X de SSC /0.1% de sarkosil (60°C, 1h). Posteriorment,
canviarem el tampoO per un de sali tamponat amb Tris (TBS) /0.1% de Tween 20 (15min),
bloqugjarem amb serum normal de cabra al 10% (2h) i incubarem les seccions amb un anticos
contra digoxigenina conjugat amb fosfatasa alcalina durant tota la nit (1:2000; Boehringer
Mannheim). Després de ser rentades, revelarem les seccions amb nitroblue tetrazolium (NBT) i
5-bromo-4-cloro-3-indoly! fosfat (BCIP) (Life Technologies, Gaithersburg, MD) i les muntarem
en porta-objectes gelatinitzats amb Mowiol com amedi de muntatge.

Alternativament, després del revelat amb NBT/BCIP, les seccions hibridades foren
immunotenyides amb diferents anticossos marcadors de cél-lules. Després de diversos rentats
amb una solucié de sali amb tampo fosfat 0.1M, pH 7.3 (PBS), sincubaren tota la nit amb
anticossos de conill contra calbindina (1:6000), caretinina (1:3000), parvabdmina (1:6000)
(tots de Swant antibodies, Bellizona, Switzerland), neuropeptid Y (NPY; 1:2000), péptid
vasoactiu intestinal (VIP; 1:2000) (ambdds de CRB, Northwich Cheshire, UK), somatostatina
(1:1000; Dakkopats, Santa Barbara, CA) i colecistoquinina (CCK; 1:2000, CRB). Els anticossos
primaris foren visualitzats mitjantcant un anticos biotinilat de cabra anti-conill (1:200) i €
complex streptavidina-peroxidasa (1:400) (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Lareaccio de

la peroxidasa es redlitza utilitzant diaminobenzidinai H2Os.

2.3. HIBRIDACIO IN SITU DE DOBLE MARCATGE

Duguérem a terme hibridacions in situ de doble marcatge essencialment com ha estat
descrit (de Lecea et a., 1994, 1997). Breument, un fragment de cDNA codificant per lareelina
de ratoli (D'Arcangelo et al., 1995) fou transcrit in vitro utilitzant la RNA polimerasa T3
(Ambion) i *S-UTP (Amersham Ibérica). Les dues isoformes de I'acid glutamic decarboxilasa
[GADG65 i GADG67, generosament cedides pel Dr. Allan Tobin (University of California, Los
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Angeles)] foren marcades amb digoxigenina-dUTP (Boehringer Mannheim) mitjancant la RNA
polimerasa T3. El teixit fou pretractat com sha descrit més amunt i shi afegi 1.5x10° cpm /ml
de mRNA de reelina marcat anb *S juntament amb 50ng /ml de GAD65 0 GAD 67. Després de
rentar amb elevada astringencia en presencia de -mercaptoetanol 10mM, les seccions foren
incubades amb un anticos anti-digoxigenina conjugat amb fosfatasa alcalina com sha descrit
abans. Llavors, les seccions es muntaren en porta-objectes gelatinitzats i se submergiren en
emulsio autoradiografica llford K5, per a ser exposades durant 5 setmanes a 4°C i revelades amb
Kodak D10.

La sonda de GAD67 sempre dona un major senyal que GADG65. Tot i aixi, €ls patrons
d'expressi6 foren tant similars que ambdos es consideraren com a expressio de GAD65/67.

2.4. EXPERIMENTS CONTROL

Les hibridacions control amb ribosondes de seqliencia codificant (sense) marcades amb
digoxigenina o S, o ladigestié amb RNasa A abans de |a hibridacié, evitaren el marcatge de la
fosfatasa alcalina o €l senyal autoradiografic per sobre del soroll de fons. Pel que fa als controls
immunocitoquimics, l'omissi6 dels anticossos primaris evita e marcatge de la

diaminobenzidina

2.5. ANALISI DE DADES

Les seccions foren examinades en un microscopi Zeiss Axiophot (Oberkochen,
Germany). La delimitacio de les fronteres regionals i laminars es realitza d'acord amb Sidman et
al. (1971), Zilles (1985) i Paxinos et a. (1994). La distribucio radial de les cél-lules que
expressaven reelina i les neurones doblement marcades fou determinada en bandes verticals (de
500um d'ample), abastant tot el gruix cortica de |'area somatosensoria primaria i de
I'hipocamp. Les cél-lules immunoreactives per cada marcador neuroquimic que presentaven
hibridacions positives i negatives per reelina foren comptades en vuit bandes verticals de dos
ratolins adults. Els resultats sexpressaren com a la mitja + SD i en forma de percentatge de

colocalitzacio. Les dades foren comparades mitjancant un test ANOVA i un post hoc t.
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3. EFECTE DE L’HORMONA TIROIDEA SOBRE L’EXPRESSIO DE
REELINA | DAB1

3.1. TRACTAMENT | PREPARACIO DEL TEIXIT

En aquest cas, S utilitzaren rates wistar ales quals s'indui hipotiroidisme fetal i neonatal
(E18, PO, P5) administrant-los 2-mercapto-1-metilimidazol (MMI; 0.02%, Sigma, St.Louis,
MO) en |'aigua per beure de les femelles prenyades, des del nove dia després de la concepcio, i
es continua I'administracié fins que els animals foren sacrificats. EIl MMI blogueja la sintesi tant
de I'hnormona tiroidea materna com de lafetal, inhibint laiodaci6 de latiroglobulina (Y amada et
al., 1974; Marchant et a., 1977). Addicionament, es realitza una tiroideoctomiaa P5 tal com ha
estat previament descrit (Rodriguez-Pefia et al., 1993; Alvarez-Dolado et al., 1994). Aquest
protocol assegura que els animals sdn hipotiroideus durant tot el periode neonatal (Mufioz et al.,
1991; Alvarez-Dolado et al., 1998). Els animals PO se sacrificaren de 8 a 12 hores després del
naixement. La T4 fou utilitzada pel tractament hormonal in vivo perqué té la capacitat de
travessar la barrera hematoencefalica d'una manera més eficient que la T3, i és convertidaa T3
en el cervell (Dickson et al., 1987). La T4 sadministra en forma d'injeccié intraperitoneal diaria
de 1.8ug /100g de pes, comencant 4 dies abans del sacrifici de I'animal. Les rates se
sacrificaven 24h després de la darrera injeccié de T4. Almenys sestudiaren tres animals per
grup experimental per tal d'obtenir valors representatius.

3.2. EXTRACCIO DE RNA | ANALISI MITJANCANT NORTHERN BLOT

Per a preparar RNA total utilitzarem el procediment de l'isotiocianat de guanidina i
fenol-cloroform (Chomczynsky and Sacchi, 1987). EI RNA poli(A)" es purifica per
cromatografia dafinitat utilitzant oligo-dT-cel-lulosa (Vennstrom and Bishop, 1982). Se
separaren €ls RNAs en funcié dels diferents pesos moleculars mitjancant un gel d'agarosa-
formaldehid i es transferiren a una membrana de nylon tot seguint les técniques estandar
(Sambrook et al., 1989). Com a controls de la quantitat i integritat de RNA present en elsfiltres,
es tenyiren les membranes amb una solucio de blau de metile a 0.02% preparat amb acetat de
sodi 0.3M i rehibridats amb una sonda de cDNA de ciclofilina (Cy) (Mufioz et al., 1991). Les
sondes radioactives es prepararen utilitzant el procediment d'uni6 a I’ atzar d’ encebadors amb
sequiéncia multiple o random priming (Feinberg and Vogelstein, 1983). Es carregaren a cada
carril 10ug de RNA poli(A)* de diferents regions cerebrals. La sonda de reelina era un fragment
de 1540 bp (de la posicio 1532 a la 3071) del cDNA de ratoli (D'Arcangelo et a., 1995). La
sonda de Cy fou cedida pel Dr. J.G. Sutcliffe (Scripps Research Institute, San Diego, CA).
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3.3.HIBRIDACIO IN SITU | IMMUNOCITOQUIMICA

Sutilitzaren embrions E18 de rata o rates postnatals PO, P5 i P15. Se segui € tractament
per al'obtencio i hibridacio de les seccions de cervell descrit en € punt 2.2. d’ aquest capitol de
resultats, nomeés que aquesta vegada s utilitzaren sondes per a detectar els missatgers de reelinai
dabl. D'adtra banda, la immunocitoguimica també es dugué a terme amb el protocol del punt
2.2., amb la diferéncia que agquests animals es perfongueren amb PFA a 2% i sincubaren unes
seccions amb I'anticos monoclona CR50 (1:2000), que reconeix la regié N-terminal de la
Reelina (Ogawa et al., 1995; D'Arcangelo et a., 1997), i unes altres amb un anticos policlonal
contra Dabl obtingut en conill (B3; 1:2000; Howell et a. 19974).

3.4. CULTIUSORGANOTIPICS

Es prepararen cultius de seccions d'hipocamp de rates control (n=10) i hipotiroidees
(n=10) essencialment com ha estat descrit (Del Rio et al., 1996, 1997). Animas PO foren
anestesiats per hipotérmia i en disseccionarem I'hipocamp i e futur coOrtex parietal.
Sobtingueren seccions transversals (300 a 350mm de gruix) tallant el teixit en una Mcllwain
tissue chopper (Mickle Laboratory Engineering, Gomshall, UK). Les seccions seleccionades es
mantingueren en Medi Essencial Minim (MEM) suplementat amb L-glutamina (2mM) durant
45min a 4°C. Posteriorment, es cultivaren les seccions utilitzant la técnica de la membrana
porosa Millicell (Stoppini et al., 1991). El medi d'incubacio fou 50% de MEM, 25% de serum de
cavall, 25% de HBSS, suplementat amb L-glutamina (2mM). Els grups experimentals constaven
de cultius provinents d'animals hipotiroideus incubats en serum normal (n=24) o en serum
mancat de T3/T4 (n=24) amb o sense T3 afegit diariament (150nM, n=24, o 500nM, n=24). Els
cultius organotipics de rates nounates controls es distribuiren en grups semblants: serum normal
(n=24), serum sol mancat de T3/T4 (n=24), o suplementat diariament amb T3 (150nM, n=24, o
500nM, n=24). Després de 6 diesin vitro (DIV), els cultius es fixaren amb PFA a 4% en tampo
fosfat 0.1M i es guardaren. Després de diversos rentats, sobtingueren seccions de 50um de
gruix utilitzant un vibratom i es processaren per a la deteccio del mRNA de reelinai la seva
proteina mitjancant la hibridaci6 in situ i la immunocitoquimica, respectivament, tal i com sha

descrit més amunt.

3.5. RT-PCR QUANTITATIU

Sextragué el RNA total de 6 seccions organotipiques mitjancant meétodes no-
desnaturalitzants (Sambrook et al., 1989) i es resuspengué en 20ul d'aigua destil-lada. Es
retrotranscrigueren aliquotes de 4ul i samplificaren utilitzant el kit Retrotools cDNA/DNA
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polymerase (Biotools, Madrid, Spain) d'acord amb les instruccions del fabricant (el marcatge es
dugué a terme a una Tm de —3°C i I'amplificacio consta de 25 cicles, amb la Taq polimerasa).
Pels assatjos de reelina |’encebador amb sequencia codificant (forward primer) fou
ATACGTGGATCCCTGTATCTACTTGCTGTGTTGC i I'encebador complementari a la
sequencia codificant (reverse primer) fou ATACGTC-
TAGACAAGTCACTTTGTTACCACAG, corresponent ala sequienciaterminal de 342 bp de la
regio 3' no traduida de la reelina de ratoli (D'Arcangelo et al., 1995). Per als assatjos de la
gliceraldehid fosfat deshidrogenasa (GAPDH), e forward primer fou GGCCCCTCT-
GGAAAGCTGTGG, i € reverse primer fou CCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT, cobrint la
sequiencia codificant de 435 bp entre els nucledtids 608 i 1043 del cDNA de GAPDH de ratoli
(Sabath et al., 1990). Els productes de PCR es corregueren en gels d'agarosa a 1.2%, es
transferiren a membranes de nylon i shibridaren amb e forward primer marcat anb *P
mitjancant procediments estandar (Sambrook et a., 1989). Els resultats sanditzaren en un
aparell Instant Imager (Packard, Meridian, CT) i les dades sexpressaren en comptes per minut.

3.6. PREPARACIO D'EXTRACTE DE CERVELL | ANALISI PER IMMUNOBLOT

Es prepararen extractes de proteina de cortex cerebral i cerebel de rates PO i P5 control i
hipotiroidees, i de cervell total danimals E17 i nounats de soca savaige i reeler.
Shomogeneitza e teixit que fou congelat sobtadament en nitrogen liquid amb 500ul de tampo
de lis fred (0.1% NP-40, NaCl 250mM, Tris-HCI 50mM, pH7.4, EDTA 1mM, PMSF 2mM,
leupeptina 20uM o NaF 50mM) per 100mg de teixit. Els extractes es clarificaren per
centrifugacio a 14000rpm durant 30min. Es carregaren 100ug d'extracte de proteina per carril en
un gel a 4-12% de poliacrilamida en gradient (Novagen, Madison, WI), es transferiren a
membranes de nitrocel -lulosa, sincubaren amb un anticos policlonal contra conill dirigits contra
el domini d'uni6 afosfotirosina (PTB) del mDabl (anticos PTB31) i es visualitzaren mitjancant
quimioluminiscéncia intensificada (Boehringer Manheim). Amb la intenci6 de tornar a hibridar
la membrana es retiraren els anticossos (stripping) i es procedi a una segona incubacié amb un
anticos anti-ref-1 (Xanthoudakis et al., 1992) com a control intern de carrega de quantitats iguals

de proteina.

3.7. EXPERIMENTS CONTROL

Els controls utilitzats per la hibridacié in situ i la immunocitoquimica es dugueren a
terme de la mateixa manera que sha explicat més amunt. Pel que faales andlisis mitjancant RT-

PCR, les mostres de RNA foren digerides amb DNasa | fent Us de procediments estandar
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(Sambrook et al., 1989) i, després de practicar la transcripcio reversa, foren exposades a andlisis
de PCR.

3.8. ANALISI DE DADES

L es seccions foren examinades en un microscopi Reichert Polyvar. La delimitacio de les
fronteres regional i laminar es dugué a terme d'acord amb Sidman et a. (1971), Zilles (1985) i
Paxinos et al. (1994). El nombre de neurones marcades presents a la capa | neocortical (futur
cortex parietal) i en e stratum lacunosum-moleculare de I'hipocamp fou determinat en bandes
horitzontals (400um de llargada) cobrint tota I'amplada de les capes (Del Rio et al., 1995). Per
les quantificacions en les capes V-VI, es compta el nombre de neurones marcades presents en 9
x 10*um?. Per a cada grup i edat els comptatges es realitzaren en quatre fins a sis seccions per
animal (de dos a cinc animals per grup). Les dades (expressades com a mitja de cel-lules

comptades + SEM) foren comparades amb elstests ANOVA i post hoc t.

4. ESTUDI DELSEFECTESDE LA NETRINA-1EN LA MIGRACIO

4.1. TRACTAMENT | PREPARACIO DEL TEIXIT

Per aguest bloc d'experiments utilitzarem ratolins OF1. A diferéncia del punt 2.1.,
després de I'anestesia amb éter de les femelles prenyades, sextragueren els embrionsi els seus
cervells es recolliren en una solucié de PBS 0.1M i D-glucose a 0.6% per a extreure' n explants
o, dternativament, es fixaren amb PFA. El processament dels cervells fixats d’ embrions més
grans de E14 i dels ratolins postnatals fou €l mateix que el descrit en el punt 2.1. excepte que se
n’ obtingueren seccions coronals d'un gruix de 50um, les quals es recolliren en la solucié

crioprotectorai es guardaren a—30°C fins a ser utilitzats.

4.2. CULTIUD'EXPLANTS

LauRL i lalRL dembrions E12-E15 es dissecciona d’una sola peca i es talla en petits
trocos de 150-300um mitjancant agulles de tungste afilades (Fig.35A). D’ altra banda, la EGL
postnatal s obtingué a partir de seccions parasagitals de cerebel postnatal de 250um tallades
amb un Mcl1wain tissue chopper (Mickle Laboratory Engineering, Gomshall, UK) de les quals,
després de treure’ n les meninges, en sortiren trocos d’ EGL d'uns 150-300um (Fig. 35B).

Els explants foren cultivats a una distancia de 200-600um dels agregats de cel-lules
EBNA-293 establement transfectades amb un plasmidi codificant per Netrina-1-c-myc o amb el

vector sol (Keino-Masu et a., 1996). Els explants i els agregats cel -lulars sinclogueren en una
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matriu de col.lagena de cua de ratoli tal i com ha estat descrit (Lumsden and Davies, 1986) i
cultivats amb DMEM (Seromed) suplementat amb L-glutamina, NaHCO3;, D-glucosa i €ls
suplements B-27 i N2 (tots provinents de Gibco Life Technologies), durant 24-72 hores en un
incubador amb un 5% de CO, i un 95% d'humitat a 37°C. Per a monitoritzar I'expressio de
Netrina-1 i la distancia coberta pel gradient format per aguesta, alguns cultius foren fixats i
immunotenyits amb |'anticos monoclonal 9E10 anti-c-myc (Santa Cruz). La Netrina-1-c-myc
secretada fou detectada en un gradient que abastava uns 300-400um des dels agregats cel -lulars
de EBNA-293 després de 2 DIV, indicant que ,en les nostres condicions experimental s, es forma
un gradient de Netrina-1 de llarg abast . En alguns experiments, els explants sincubaren en medi
condicionat durant 36h per cél -lules EBNA-293 transfectades amb Netrina-1 0 amb el vector sol
diluit 1:1 amb medi fresc.

Esredlitzaren 28 experimentsi sanalitzaren a voltant de 2000 explants.

4.3. IMMUNOCITOQUIMICA

Els explants es fixaren amb PFA a 4% durant 1 hora i es processaren per a la
visualitzacio de cossos neuronals i dendrites. Després de diversos rentats amb PBS, sincubaren
els cultius amb anticossos monoclonals contra la B-tubulina de tipus |11 especifica de neurones
(1:3000; clon Tuj-1 Babco; Moody et a., 1989), e DCC intracel lular huma (1:500; clon GA7
499, Pharmigen), e C-myc (1:200, Santa Cruz) o amb anticossos policlonals fets en conill
contra el DCC intracel -lular huma (1:1000; Fabre et a., 1999), la proteina L1 (1:2000; Persohn
and Schachner, 1987), la TAG-1 (1:2000; Karagogeos et a., 1991), la cabindina D28k
(1:10000, Swant) i el GFAP (1:1000; DAKO). La incubacié amb anticossos secundaris (1:200;
Vector Laboratories Burlingame, CA) fou seguida per la del complex streptavidina-peroxidasa
(1:400; Amersham). La reaccio de la peroxidasa fou duta a terme utilitzant diaminobenzidina i
H.O,. Alternarem la utilitzacié d anticossos secundaris conjugats amb FITC o Texas-Red
associat a streptoaviding, juntament amb marcadors nuclears fluorescents (bisbenzimida o

bromur d'etidi) per visualitzar tant els cossos cel -lulars com les neurites.

4.4.HIBRIDACIO IN SITU

Es realitza com sha comentat en € punt 2.2., perod en aquest cas sutilitzaren ribosondes
per a detectar netrina-1, dcc, uncbh2, uncbh3 i neogenina, marcades amb digoxigenina-dUTP
(Boehringer Mannheim). La transcripcio del fragment de cDNA de 2.7Kb codificant per a la
regié 3' no traduida de la Netrina-1 de ratoli (Serafini et al., 1996) fou duta a terme per la

polimerasa T3 (Ambion). Amb la polimerasa SP6 (Promega) transcriguérem un fragment de
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cDNA corresponent alaregio citoplasmatica de 0.85Kb del dcc de ratai un fragment de 0.72Kb
codificant per la regié citoplasmatica de la neogenina de rata (Keino-Masu et a., 1996). Els
fragments de cDNA corresponents a unc5h2 (1.5Kb) i unc5h3 (1.6Kb) de rata (Leonardo et al.,
1997) foren transcrits amb la polimerasa T7 (Ambion). Els cRNASs antisense marcats s afegiren

alasolucio de pre-hibridacio a una concentracié de 250-500ng/ml.

4.5. EXPERIMENTS CONTROL

Els controls utilitzats per a la hibridacié in situ i la immunocitoquimica es dugueren a

terme de la mateixa manera que sha explicat anteriorment.

4.6. ANALISI DE DADES

Les seccions hibridades i immunotenyides foren examinades amb un microscopi Zeiss
axiophot. La delimitaci6 de les fronteres regional i laminar es realitza d'acord amb Jacobowitz i
Abbot (1998). Si es cultivaven explants de llavi rombic o d'EGL ailladament mostraven un
patr6 de creixement neuritic radial. La quantificaci6 neuritica s obtingué d'explants
immunotenyits amb Tuj-1, mentre que la quantificacio de migracio neuronal es realitza amb
explants tenyits amb bisbenzimida. En ambdés casos, els explants es fotografiaren (augment
final de 75X) i @ camp es dividi en quatre quadrants com esta mostrat a la Fig. 35C. Per cada
explant, les arees cobertes tant per les neurites Tuj-1-positives com per les cél-lules tenyides
amb bisbenzimida (des de I'extrem dels explants fins a perimetre exterior dels processos en
expansié 0 neurones) es mesuraren en els quadrants distal i proximal utilitzant el programa
dandlis dimatges IMAt (Serveis Cientifico-Tecnics, Universitat de Barcelona). Aquestes dades
es presentaren com a una mitja + SD. Per a l'analisi estadistica de les arees, es realitzaren €els
tests ANOVA i LSD amb el programa d'estadistica Satgraphic. Per a determinar la direccio
preferencial del creixement, sobtingué e quocient entre la superficie del quadrant proximal i la
del distal per a cada explant, el qual déna un valor de 1 per aun creixement radial. Els quocients
gue divergien de la mitja obtinguda per explants cultivats amb cél-lules control per més d'una

SD foren assignats, per tant, al grup d'atrets o bé repel lits per la Netrina-1.

63



RESULTATS

1. PATRO D’EXPRESSIO DEL mRNA DE LA REELINA EN EL
CERVELL DE RATOLI AL LLARG DEL DESENVOLUPAMENT

Ja al’estadi embrionari primerenc E10, detectarem transcrits de reelina, tant a nivell de
telencéfal com de diencéfal. Més endavant, a E11-E12, sobserva un increment generalitzat
d'expressio de reelina en la magjoria de regions telencefaliques i diencefaliques (Taula 1, Fig.14).
Els nivells maxims d’ expressié s apreciaren entre E14 i P5, edats en les quals es detecta un
marcatge prominent en el cortex cerebral, I'hipocamp, I'estriat i el bulb olfactori, i en nuclis
discrets de la part basal de cervell anterior, tAlem i hipotalem (Taula 2, Fig. 15). No obstant, els
nivells d'expressio sempre foren més elevats en el cortex cerebral i en e bulb olfactori que en la
resta de regions del cervell anterior. En concret, en el cortex, |'expressio es localitza basicament
a la zona marginal-capa |, encara que les cél-lules de la placa cortical també presentaven
marcatge. Entre P5 i P21, I'expressio de reelina disminui en totes les regions del cervell anterior
(Fig. 15) i, jaen I’adult, només perdura un senyal feble en el cortex cerebral, el bulb olfactori i

en alguns nuclis basals del cervell anterior.

1.1. EXPRESSIO PRIMERENCA EN EL CERVELL ANTERIOR

Ladistribucié del mRNA de reelina en estadis embrionaris primerencs ha estat descrita
segons e model prosomeric d'organitzacio del cervell anterior (Taula 1) (Puelles and
Rubenstein, 1993). A nivell general, els transcrits de reelina sempre s han detectat en camps de
diferenciacié, mentre que no s han trobat mai en matrius germinals.

L’estadi embrionari 10 (E10) fou € punt de partida del nostre estudi a llarg del
desenvolupament. En aguesta edat s observava una feble expressio de missatger a la superficie
de la placa dar de la part rostral del prosencéfal secundari (Prosomers 4-6), la qual donara lloc,
en |’adult, al bulb olfactori, al neocortex, al’arquicortex i a rhinencefal (Taula 1, Fig. 14A). A
E11-E12, I'expressié de reelina es torna més intensa en el bulb olfactori i telencéfal, zones on
S observava una banda de cél -lules fortament marcades que recobrien tota la superficie de les
vesicules telencefdiques, incloent-ne els aspectes més ventrals i I'arquicortex. Alhora, es
trobaren nivells variables d'expressio en zones diferenciades del futur septum media /complexe
de la cinta diagonal, estriat i amigdala. En e primordi hipotalamic, que correspon
aproximadament al cordd cel-lular hipotalamic i a l'area entopeduncular posterior, es detecta un
domini longitudinal de forta expressio de reelina. També es trobaren cél -lules reelina-positives a

I'area supraoptica /paraventricular i al'hipotalem anterior (Taula 1, Fig. 14B-F).
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En el diencéfal, a E10-E12, mentre que €l talem dorsal apareixia mancat de transcrits de
reeling, en €l tdlem ventral s’ observava una intensa expressio en dues zones, la que esdevindra el
nucli geniculat lateral i la zona limitans intratalamica (Fig. 14B,E,F). Semblava, doncs, que
I’expressié de reelina estava deliniant toscament les fronteres transversals entre prosomers ja
gue aquestes dues regions delimiten el talem dorsal (Prosomer 2) del tdlem ventral (Prosomer
3). Alhora, es detecta marcatge d'hibridacié en el futur nucli reticular i en la zona incerta (talem
ventral) i una molt debil expressié en zones de diferenciacié de I'epitdlem (regié dorsal del
Prosomer 2) (Taulal).

En € pretectum, a E11-E12, aparegueren dos dominis transversals d'expressié que
corresponien alafrontera entre el futur talem dorsal (Prosomer 2) i €l pretectum (Prosomer 1), i
a la frontera entre e pretéctum i & mesencefa (limit entre e diencéfal i e mesencéfal). En
aguesta darrera zona, a més, e missatger de la reelina es trobava en una banda de neurones
superficials a llarg de la comissura posterior (Mastick i Easter, 1996) (Fig. 14B,C).

A tall de resum, durant els estadis embrionaris E10-E12 els transcrits de reelina s han
detectat en dominis transversals i longitudinals restringits a la placa aar del prosencefa

secundari (Prosomers 4-6) i en el futur diencefal (Prosomers 1-3).

1.2. EXPRESSIO EN LA ZONA MARGINAL-CAPA | DEL NEOCORTEX EN
DESENVOLUPAMENT

Pel que fa a cortex cerebral, la zona de més elevada expressio de reelina fou la zona
marginal-capal (D'Arcangelo et al. 1995; Hirotsune et al. 1995). Al llarg de E11-E12 (etapa de
la preplaca), els transcrits de reelina es detectaren en una fina capa de cél -lules de |a superficie
cortical, a la part més externa de la preplaca, just on es localitzen les cdl-lules de CR (Marin-
Pedilla, 1972; Derer and Derer, 1990; De Carlos and O'Leary, 1992; Del Rio et a., 1995).
Aquestes cdl-lules reelina-positives estaven organitzades en forma d'una banda continua que
cobria tota la superficie de la vesicules telencefaliques, incloent el futur neocértex, la regio
hipocampica, €l cortex entorrinal i I'area piriforme i també el primordi de la regi6 septal (Fig.
14B-E). A E14, estadi en qué ja ha sorgit la placa cortical, les cél-lules que expressaven reelina
es trobaren, exclusivament, ala meitat externa de la zona marginal-capa |l (Fig. 15A). Aquestes
cellules intensament marcades presentaven un gran pericarion orientat horitzontalment. Des
d aquesta edat fins al naixement del ratoli, el patr6 d'hibridacié en la zona marginal-capa |
romangué essencialment similar, amb cél-lules intensament marcades en la meitat externa
d'aguesta capa (Figs. 15B,C, 16A).
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Per tal de comprovar que aguestes neurones eren cel-lules de CR, es tractaren seccions de
cervell ja hibridades amb |a sonda de reelina amb anticossos contra calretinina, un marcador per
cél-lules de CR de ratoli (Del Rio € al., 1995, 1997). A E14, |la majoria de neurones reelina-
positives també presentaven un marcatge per calretining, tret d’ una petita proporcié de cdl-lules
gue, exclusivament, mostraven marcatge per reelina, suggerint que l'expressié de reelina
precedeix en el temps a l'expressio de calretinina (dades no mostrades). Ja a E16-PO0, s observa
una colocalitzacio del 100% entre el mMRNA de reelina i la calretining, on les neurones
doblement marcades presentaven caracteristiques tipiques del les ceé-lules CR (Fig.
17A,B,E).També es dugué a terme un doble marcatge de les seccions hibridades amb reelina
utilitzant anticossos contra calbindina, la qual esta present en una poblacid intrinseca de
neurones GABAérgiques de la zona marginal-capa | localitzades en la meitat inferior d'aquesta
capa (Del Rio et a., 1992, 1995; Brunstrom et al., 1997). En cap estadi del desenvolupament
(E14-PO) les neurones calbindina-positives de la capa | expressaren reelina (Fig.17C). Aquesta
hipotesi fou corroborada per la doble hibridacié amb ribosondes per areelinai GAD65/67 que
mostra que, en estadis prenatals, GAD65/67 marcava lleugerament una banda de neurones de la
part interior de la zona margina (Fig. 17D), [luny de la capa de neurones de la part exterior que
expressaven lareelina. Aixi doncs, en estadis embrionarisi perinatals, els transcrits de reelinaen

lazonamargina del neocortex estan expressats exclusivament per les cel -lules de CR.

1.3. EXPRESSIO EN LA ZONA MARGINAL DE L'HIPOCAMP EN
DESENVOLUPAMENT

A E12-E14, la regi6 hipocampica també presentava expressié de reelina (Figs.
14D,15A). A aguestes edats, en les quals la placa hipocampica (futura capa piramidal) (Soriano
et a., 1994) encara no ha emergit, sobservaren neurones marcades a la capa més superficial. A
E16, etapa en que ja s intueixen latipica distribucié en capes de I'hipocamp i també e primordi
del gir dentat, es detecta una gran quantitat de neurones fortament tenyides que poblaven la part
exterior de la zona marginal (futur stratum lacunosum-moleculare) just per sota de la fissura
hipocampica. Alhora, aparegué una segona poblacié de cé-lules débilment marcades en atres
capes hipocampiques, com la zona marginal interna i la subplaca (futurs stratum radiatum i
stratum oriens, respectivament).

A E18-P0Oi en edats postnatal s primerenques, €l patré d'expressio de la reglina romangué
essencialment igual, amb algunes excepcions. Primer, i coincidint amb l'inici del
desenvolupament del gir dentat, es detecta un elevat nombre de neurones intensament marcades

a la capa molecular externai més tard, a llarg de P5-P10, periode en que emergeix la lamina
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infrapiramidal del gir dentat, aparegué una banda de cel-lules reelina-positives a la capa
molecular externa d’'aguesta |lamina, sota de la pia. Segon, € nombre de neurones que
expressaven reelina en el stratum radiatum i oriens augmenta en estadis perinatals, i també es
pogueren observar cél-lules marcades a |’ hilus del gir dentat des de PO en endavant (Figs. 15B-
D, 16B,D).

Les andlisis de doble marcatge mitjancant anticossos contra calretinina revelaren un
complex patré de colocalitzacions en I'hipocamp prenatal. A E14, tres capes de cél-lules es
distingien a la preplaca: una banda externa formada per cél-lules que Unicament expressaven el
MRNA de reelina, una capa central composada per neurones que coexpressaven reelina i
calretinina i una banda interna de neurones positives només per la caretinina (Fig. 18D).
Aquestes cel-lules reelina-negatives/caretinina-positives podrien correspondre a neurones
calretinina-immunoreactives diferents de les cdl-lules CR (per exemple: neurones de subplaca o
piramidals de CA3). A E16-P0O, d'dtra banda, existia una completa colocalitzacio de reelina
amb caretinina a la part externa de la zona marginal, on les neurones doblement marcades
presentaven cossos cel -lulars horitzontals i dendrites tipiques de les cél-lules de CR (Fig. 18E)
(Soriano et a., 1994; Del Rio et al., 1995, 1996).

Les seccions d'embrions E18 hibridades simultaniament amb ribosondes per reelina
(marcada radioactivament) i GAD 65/67 (marcada amb digoxigenina) revelaren neurones
feblement marcades amb GAD65/67 en € stratum radiatum i en el stratum oriens, perd no en la
zona marginal externa. En concordanca amb les hibridacions no isotopiques per reelina (vegeu
més amunt), les neurones GADG65/67-positives en el stratum radiatum i en e stratum oriens
presentaven senyals autoradiografics febles pel que fa a mRNA de reelina (Fig. 18A-C).
Algunes d'aguestes neurones reelina-positives eren immunoreactives per la calbindina i la
caretining, les quals marquen subpoblacions de neurones no-piramidals en aguestes capes
(vegeu més avall). Tots aguests resultats ens porten a concloure que la reelina esta altament
expressada en cél -lules GAD65/67-negatives de I'hipocamp i que, de manera semblant a cortex,
I'inici de I'expressié de redlina en aquestes neurones precedeix a l'aparicio de la calretinina.
Alhora, agunes neurones GADG5/67-positives situades en els futurs stratum radiatum i stratum

oriens expressaven baixos nivells de reelina des de E16 en endavant.
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1.4. EXPRESSIO A LA CAPA | | STRATUM LACUNOSUM-MOLECULARE EN
ESTADISPOSTNATALSI ENL'ADULT

1.4.1 Neocortex
A P5, lareelina encara estava fortament expressada en lamajoria de cél -lules de la capall

(Fig. 16C). Contrariament al que succeia en edats anteriors, els estudis de doble marcatge
revelaren un complex patré d'expressio en € qual les neurones reglina/calretinina positives
constituien a voltant de la meitat de la poblacid de les neurones reelina-positives de la capa |
(104 de 181 cel-lules, 57%), i les neurones restants expressaven només reelina (Fig. 17F).
Encara meés, les andlisis de doble marcatge revelaren expressié de reelina tant en neurones
positives com negatives per GAD65/67 (Fig. 17G,H). Aquestes observacions ens estarien
indicant que a P5, I'edat en qué es comenca a detectar 1a desaparicié de cél-lules de CR (Derer
and Derer, 1990; Del Rio et ., 1995,1996), els missatgers de reelina estan expressats en
cél-lules CR i en una subpoblacié de neurones GABAeérgiques de capal.

A mida que savancava en l'edat (P10, P15, P21 i adult), € senyal de redlina anava
decreixent uniformement, tot i que sobservava un nombre considerable de neurones feblement
marcades a la capa | (Fig. 16E). Estudis immunocitoquimics per la deteccié de caretinina
mostraren una progressiva disminucio de neurones doblement marcades en aquests estadis
postnatals, on la majoria expressaven Unicament reelina. En canvi, a P21 i en |'adult, totes les
neurones de la capa | que expressaven reelina coexpressaven alhora e mRNA de GADG65/67
(Fig.171-K). Aquests fets indiquen que les neurones reelina-positives de capa |, en edats

postnatals avancadesi en I'adult, pertanyen ales neurones GABA érgiques intrinseques a aquesta

capa.

1.4.2 Hipocamp
Uns canvis similars, pero retardats, s observaren en el patrd d'expressio de reglina en la

capa molecular/stratum lacunosum-moleculare de I'hipocamp en estadis postnatals. Aixi,
I'expressié de reelina encara era elevada a P5-P15 en les cél -lules de CR hipocampiques, mentre
gue a P21 sobserva una important reduccié tant de la intensitat de marcatge de reelina com del
nombre de neurones doblement marcades amb calretinina en la capa molecular externa/stratum
lacunosum-moleculare (Figs. 16D,F, 18F,K). La maoria daguestes neurones doblement
marcades, presumiblement cél-lules de CR, presentaven un tamany petit i persistiren en
I'hipocamp adult.

Com en € neocortex, I'expressio de reelina també fou detectada des de P5 en endavant
en cel-lules caretinina-negatives, no CR de la capa molecular/stratum lacunosum-moleculare.
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Aquestes cél lules expressaven el mMRNA de GADG65/67 tant en edats postnatals com en I'adult
(Fig. 18G-J). En I'adult, les neurones reelinal GAD65/67-positives representaven al voltant d'un
25% de la poblaci6 de cél -lules que expressava reelina en la capa molecular/stratum lacunosum-
moleculare (34 de 138 cel-lules). Tot aix0 ens indica que des de P5 en endavant els transcrits de
reelina estan expressats en una poblacié de neurones GABAérgiques presents en les arees
derivades de la zona marginal hipocampica i que, en contrast amb el neocértex, |'expressio de
reelina persisteix en una petita subpoblacié de cel-lules CR que semblen sobreviure en els
estadis adults.

1.5. EXPRESSIO EN ZONES DERIVADES DE LA PLACA CORTICAL

1.5.1 Neocortex
A E18, emergi una banda de neurones que expressaven reglina a les capes V i VI del

neocortex (Fig. 16A). Aquesta estava formada per neurones debilment marcades que es
distribuien ampliament per tot el cortex cerebral, al llarg del eixos rostrocaudal i mediolateral. A
PO-P5, I'expressio de reelina esdevingué meés prominent en les capes V-VI i es podien observar
algunes neurones positives en la densa placa cortical (capes 11-1V) (Figs. 15C,16C). En edats
postnatals primerenques, anticossos contra calbindina i calretinina marcaven subpoblacions tant
de cel-lules piramidals en les capes V-VI com no-piramidals de tot el cortex (Del Rio et al.,
1995, 1996). Tot i aixi, ambdods grups podien ser distingits segons la forma dels seus cossos
cel-lularsi I'orientaci6 dendritica. Estudis de colocalitzacié mostraren que a PO-P5, els transcrits
de reelina estaven expressats en grups de neurones immunoreactives per caretininai calbindina
gue exhibien formes multipolars corresponents a neurones no-piramidals. Existien, tanmateix,
moltes neurones no-piramidals immunoreactives que no expressaven e mMRNA de reelina. Per
contra, aquest mRNA no fou mai detectat en neurones piramidals immunoreactives (Fig. 19A-
C), fet que encaixaria amb la troballa que virtualment totes les cél -lules reelina-positives en les
capes 11-VI expressaven GAD65/67 a P5 (no mostrat).

Posteriorment, a P10, P15, P21 i en I’ adult, es nota un progressiu descens en els nivells
d'expressio de reelina. Tanmateix, per totes les capes corticals es podien observar moltes
neurones reelina-positives, amb densitats més elevades en les capes |, V i VI de P21 i adult (Fig.
16E). No es detectaren diferéncies destacables entre les diverses arees neocorticals del cervell
adult. Les andlisis de colocalitzaci6 mostraren que virtualment cada neurona reelina-positiva
present a les capes I1-VI també expressava e mRNA de GADG65/67, confirmant que els
transcrits de reelina en e neocoOrtex adult estan expressats en grups dinterneurones
GABAeérgiques (Figs.17JK, 19G,H).
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Per tal de determinar si |a reelina estava expressada en tipus concrets de neurones no-
piramidals del neocortex adult, es realitzaren analisis de colocalitzacié detallats utilitzant
anticossos contra | es proteines segrestadores de calci parvalbimina, calretininai calbindina, aixi
com anticossos per detectar els neuropéptids NPY, somatostating, VIP i CCK (Figs. 19D-20).
Aquests marcadors detecten diferents, tot i que parcialment solapades, subpoblacions
d'interneurones corticals (de Felipe, 1993; Freund and Buzzaki, 1996; Cauli et al., 1997). Els
estudis es centraren en e cértex de la zona somatosensorial primaria dels barrels, pero es
detectaren patrons de colocalitzacié similars en altres arees corticals. En les cél-lules granulars
de la capa IV o les piramidals de les capes I1-111, les quals estaven feblement marcades pels
anticossos contra calbindina, no sobservaren transcrits de reelina. Alhora, la reelina rarament
apareixia expressada en interneurones positives per parvalbumina, cholecistokinina o VIP (per
exemple: 2 de 710 cél-lules parvalbumina-positives). En canvi, les cél-lules reelina-positives
mostraven nivells variables de colocalitzacié amb subpoblacions de neurones immunoreactives
per caretininag, calbindina, NPY i somatostatina. Aixi com lareelinai la calretinina o el NPY
colocalitzaven majoritariament en les capes supragranulars, la major part de les neurones
calbindina-positives doblement marcades estaven localitzades en les capes V i1 VI (Fig.20).

El mRNA de la reelina no colocalitza amb la poblaci6 sencera de neurones
immunoreactives per qualsevol dels anticossos marcadors. Aixi, la reelinafou trobada en baixos
percentatges (<20%) en neurones immunoreactives per la calbindina i la somatostatina, mentre
gue aproximadament la meitat de les neurones positives per NPY | somatostatina co-
expressaven reelina en les capes II-111 i 1V (Fig. 20). En cap capa cortical, la suma de les
neurones doblement marcades coincidia amb e nombre total de neurones Reelina-positives. Per
exemple, en lescapes1I-111i 1V, en total només un a voltant d'un 80% de |es neurones Reelina-
positives estaven doblement marcades amb els diferents anticossos. Totes aquestes dades ens
demostren que el's transcrits de reelina estan expressats en una poblacié heterogénia de neurones

corticals no-piramidals.

1.5.2 Hipocamp
A P5-P15, a la part exterior de la capa molecular/stratum lacunosum-moleculare de

I'hipocamp shi podien trobar moltes neurones reelina-positives feblement marcades, que hi
romangueren fins al's estadis P21 i adult. També se'n trobaren de distribuides per totes les capes,
essent més abundants a I'hilus i a stratum oriens (Fig. 16F). Com en €l neocortex, aguestes

neurones coexpressaven els transcrits de GADG65/67 (no mostrat), tot indicant que son
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interneurones no-piramidals GABAérgiques. Els transcrits de reelina no foren detectats en les
cél lules piramidals ni granulars de I'hipocamp, en cap etapa postnatal ni en |'adult.

Es dugueren a terme analisis de doble marcatge en seccions hipocampiques de ratolins
P21 i adults que mostraren que, d'una manera semblant a neocortex, la reelina rarament estava
expressada en subpoblacions de neurones immunoreactives per la parvalbuimina, CCK i VIP (1-
6% co.localitzacio). En canvi, si que expressaven reelina un nombre variable de neurones
immunoreactives per calretinina (104 de 140, 58%), calbindina (25 de 185, 14%), somatostatina
(138 de 185, 75%) i NPY (20 de 66, 30%) (Figs. 191, 21). Aquestes neurones doblement
marcades es trobaven disperses per totes les capes de I'hipocamp, perd eren especiament
abundants al stratum oriens i a I'hilus. En aquestes capes, la mgoria de les neurones
immunoreactives per somatostatina presentaven senyals de redlina. Aquestes observacions
mostren que tant en |'hipocamp en desenvolupament com en |'adult, la reelina esta expressada en
diferents subpoblacions de neurones no-piramidals GABAeérgiques.

1.6. EXPRESSIO EN ELSCORTEX PIRIFORME | ENTORRINAL

El patr6 d'expressio de reelina durant el desenvolupament de les arees piriforme i
entorrinal (paleocortex) resulta ser paral.lel, en gran mesura, al'observat en el neocértex tant des
d'un punt de vista temporal com laminar (Taules 1,2). Aixi, durant I'embriogenesi, € mRNA de
reelina fou detectat majoritariament en la zona marginal-capa |, on, mitjancant andlisis
immunocitoquimics realitzats amb anticossos contra caretinina, es confirma I'expressié de
reelina en cel-lules de CR (no mostrat). Des de E16 en endavant, la reelina sexpressa en
neurones disperses per totes les capes corticals i aquesta expressio continua en I'adult. Com
succeia en e cortex adjacent, aguestes neurones expressaven marcadors tipics d'interneurones
corticals, incloent els mMRNAs de GADG5/67 i proteines segrestadores de calci (no mostrat).

Una caracteristica singular d'aquestes regions corticals fou I'expressié del mRNA de
reelina en una estreta banda de neurones situades sota de la capa |, que correspondria a la capa
I1. L'expressio de reelina en aguestes neurones comenca a E16, presenta un maxim en edats
postnatals primerenques i persisti en e cervell adult (Figs. 15B,C, 22G). En cap moment
aquestes neurones expressaren GADG65/67, ni foren positives per cap dels anticossos que
marcaven interneurones corticals. Aixi doncs, concloguerem que, conjuntament amb les
interneurones GABAérgiques, les neurones piramidals situades en la capa |l dels cortex
piriforme i entorrinal expressen transcrits de reelina tant en el cervell en desenvolupament com
en |'adult.
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1.7. EXPRESSIO EN EL BULB OLFACTORI, EL CERVELL ANTERIOR BASAL |
L'HIPOTALEM

1.7.1 Bulb olfactori
El bulb olfactori resulta ser una zona amb una important expressio de reelina. Des de

E12 en endavant, trobarem que e mMRNA de reelina estava expressat a nivells molt elevats en
una banda circular de cel-lules, que corresponia a la capa de cé-lules mitrals (Fig.22A-C).
Aquests nivells es mantingueren alts durant €l periode prenatal i la primera setmana postnatal, a
partir de la qual comencaren a disminuir fins a mantenir-se a un nivell constant en I'adult.
Experiments de doble marcatge confirmaren que les cél -lules reelina-positives d'aquesta capa no
expressaven € mMRNA de GAD65/67 (Fig. 22D-F) i que lamajoria d'elles eren immunoreactives
per calretinina, com correspon ales cél-lules mitrals (no mostrat).

A partir de P5, aparegué una segona zona d'expressio de reelina en el bulb olfactori ala
part més interna de la capa glomerular (lamina granular externa) (Fig. 22B,C) i els experiments
de doble marcatge demostraren que aguest tipus de neurones tampoc expressava e mRNA del
GADG65/67 (Fig. 22E,F), ni presentava immunotincio per a proteines segrestadores de calci. En
el bulb olfactori adult, continua |’ expressio de reeling, tot i que més feble que en edats anteriors,
en neurones mitrals i en un tipus de neurones periglomerulars ubicades a la lamina granular
externa. En cap estadi del desenvolupament es detecta reelina a la zona subventricular olfactiva,
alaviade migracio rostral 0 alazona subventricular caudal, les quals generen les interneurones
olfactives al llarg de tota la vida, postnatal i adulta (Luskin, 1993b; Lois and Alvarez-Buylla,
1994; Jankovski and Sotelo, 1996; Loiset al., 1996).

1.7.2 Cervell anterior basal
En es estadis embrionaris primerencs, E11-E12, es trobaren cél-lules reelina-positives

intensament marcades exteses per tota la superficie del telencéfal ventral, incloent la futura area
septal (Fig. 14D,E). Des de E14 en endavant, |'expressio de reelina augmenta uniformement en
moltes arees del cervell anterior basal per arribar a un maxim a E18-PO i disminuir a P5-P10
(Fig. 15A-D). Les arees de més expressio incloien e futur caudat-putamen, e complex
amigdali, el septum medial /complexe de la cinta diagonal i la taenia tecta /tubercle olfactori.
Observarem que €l senyal d'hibridacié de reelina no estava uniformement distribuit en el caudat-
putamen, €l qual mostrava clapes d'expressio més elevada, especialment a prop de la substancia
blanca subcortical. També es trobaren moltes altres arees del cervell anterior basal que
expressaven reelina d'una manera transitoria, com el septum lateral, e nucli accumbens, I'area
preoptica, € nucli basal i I'estria terminalis o I'area entopeduncular /capsula interna. En canvi,
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altres regions, com €l globus pallidus, mai presentaren marcatge. En I'adult, tot i I'extensa
presencia del mRNA de reelina durant € desenvolupament, només es detectaren algunes
neurones que exhibien un senyal feble de reelina en e septum medial /complexe de la cinta
diagonal i en laregié amigdalina.

1.7.3 Hipotalem
Des de E14 en endavant, sobserva gque I'expressio de reelina augmentava uniformement

en moltes de les estructures hipotalamiques. El nucli hipotalamic paraventricular resulta ser un
[loc d'important expressio de reeling, tot i que també es troba marcatge en les divisions anterior,
lateral i supradptica de I'hipotdlem. En aquestes regions, es detecta un maxim d'expressio a
voltant del naixement que disminui a partir de P5 fins al'adult, edat en la qual jano se n’ observa

Mmés.

1.8. EXPRESSIO EN EL DIENCEFAL EN DESENVOLUPAMENT

A l'epitalem, €l nucli epitalamic paraventricular mostrava nivells mitjans d'expressio de
reelina des d'edats primerenques (E12) fins a P5, similars as nivells observats pel complex
habenular medial, tot i que en aguest darrer es mantingueren fins a P21 (Taula 2). En € talem
dorsal, en canvi, no es detectaren senyals d'hibridaci6 a cap edat.

A E12-E14, €l talem ventra mostrava una important expressié de reelina en el nucli
reticular, la zona incerta, la zona limitans intratalamicai e nucli geniculat lateral ventral (Figs.
14B, F, 23A,B). En edats més avangades del desenvolupament, el marcatge es restringi,
basicament, a la zona limitans intratalamica (futuralamina medul -lar externa) i a nucli geniculat
lateral ventral, assolint un maxim entre E18 i P5. En € nucli reticular i en la zona incerta es
detectaren nivells baixos d'expressio finsa E16 i fins a P10, respectivament, edats a partir de les
quals I'expressié desaparegué. Des de P5 en endavant, S observa una disminucié generaitzada
del marcatge en el talem ventral de manera que, a P21, només es podien veure algunes cel-lules
Reelina-positives en e nucli geniculat lateral ventral. En |’ adult, ja no es detectaren transcrits de
reelinaen cap zona del talem ventral.

En e pretectum, els nuclis pretectals anterior i olivar i €l nucli relacionat amb la
comissura posterior mostraren una prominent expressié de reelina durant el desenvolupament
embrionari i postnatal (Figs. 15C, 23E). A partir de P10, no obstant, I'expressio en agquestes

regions disminui i, jaen |’ adult, només es detectaren algunes cél -lul es feblement marcades.
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Taulal

Expressic ded mEMA de reeling en ¢l cervell anterior de ramali a E10
-E1Z, dacond amb el model prosoméric (Puslles | Rubsmstein, 1993
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Figural14

Expressié del mRNA de redlina al llarg del desenvolupament embrionari primerenc. A) Seccio parasagital del
telencefal a E10, mostrant expressio de reelina en la zona més superficial de la preplaca (PPL) del neocortex (NC).
B) Secci6 parasagital mostrant la distribucié del mRNA de reelinaen €l telencéfal i diencéfal aE11.5. Lareelinaes
troba fortament expressada en la PPL, en € primordi del septum (S) i en el complex de la cinta diagona (DB), en
unabanda longitudinal que cobreix I’ area entopeduncular posterior (PEP) i en el cordd cel-lular hipotalamic (HCC)
i en tres dominis diencefalics transversals que es corresponen amb la zona limitans intratalamica (zli), el limit entre
e tdlem dorsal (DT) i & pretectum (PT), i amb la comissura posterior (pc), a la frontera entre el mesencéfal (M) i
e PT. C) Fotomicrografia ampliada de la zona de la comissura posterior (pc) mostrant les cel -lules marcades. D-F)
Seccions coronals d'un embrié E12 mostrant la distribucio dels transcrits de reelina a tres nivells rostrocaudals
diferents (D, rostral; F, caudal). Es de destacar la prominent expressio de reelina associada al tracte olfactori lateral
(loaD, E) i les cél-lules marcades en el primordi del caudat-putamen (CPu), amigdala (Amg) i € talem ventra
(VT). DT, tdem dorsa; ET, epitdem; GE eminéncia ganglionar; H, hipocamp; lv, ventricle latera; LGE,
eminéencia ganglionar lateral; MGE, eminéncia ganglionar medial; 3v, tercer ventricle; 4v, quart ventricle. Barres
d'escala A,C 150um; B,D-F, 500um.
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Figura 15
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Figura 15. Fotomicrografies a pocs augments il -lustrant les principals caracteristiques de la distribucié del mRNA
de reelina des de E14 fins a edats postnatals primerenques. A) Seccid corona mostrant nivells elevats de reglina en
la preplaca (PPL), la zona marginal (MZ) i I'amigdala (Amg) a E14. B) Secci6 corona a E18 mostrant un fort
marcatge de reelinaen laMZ. A aquesta edat, es detecta un marcatge molt feble ala placa cortical (CP). C) Seccio
horitzontal a PO; €l bulb olfactori (OB), la capa cortical | (1), la zona marginal hipocampicai € nucli geniculat
lateral ventral (VLG) mostren els més alts nivells d’'expressid. També s observa un marcatge prominent en el
caudat-putamen (CPu), en algunes divisions septals (S), en el pretectum (PT) anivell de la comissura posterior i en
diferents capes corticals i hipocampiques. D) Seccié coronal mostrant la distribuci6 dels transcrits de reglina a P10.
Es poden veure cél-lules marcades per totes les capes corticals I-VI, I"hipocamp (H) i I’Amg. ac, comissura
anterior; CA1l, CA2, CA3, zones de I"hipocamp; cc, cos calds, DG, gir dentat; DT, talem dorsal; eml, estria
medullaris; fi, fimbria; HY, hipotdlem; i, capsulainterna; |1 Z, zona intermedia; L GE, eminéncia ganglionar lateral;
LH, hipotdem lateral; lo, tracte olfactori lateral; LV, ventricle lateral; mfb, fascicle longitudinal medial; M GE,
eminéncia ganglionar medial; mi, lamina de cel-lules mitrals; Pir, cértex piriforme; PO, area predptica; RT, nucli
reticular taldmic; SP, subplaca; VZ, zonaventricular; Z1, zonaincerta. Barrad' escala: 500pum.

81



RESULTATS

Figura 16
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Figura 16. Fotomicrografies il-lustrant €l patré d'expressio de reelina en el neocortex i I'hipocamp des d’ estadis
embrionaris tardans fins a P21. A) En el neocértex, a E18, I'expressié de reglina és maxima a la zona margina
(M2Z); també es poden observar cél-lules reelina-positives dispersades per les capes V i VI. B) A |"hipocamp de
E18, els nivells més elevats d expressié corresponen a la zona marginal externa (OMZ), perd també es veuen
cél-lules positives en la zona marginal interna (IMZ) i a voltant de la placa hipocampica (HP). C) A P5,
I’ expressio de reelina augmenta en € neocértex, amb les cél-lules marcades situades majoritariament a les capes
corticals I, V i VI. D) A I"hipocamp de P5, s observa un elevat nombre de cél-lules positives a prop de la fissura
hipocampica [stratum lacunosum moleculare (SLM)], a stratum oriens (SO) i al’ hilus (H). E,F) A P21, I’ expressio
de reelina experimenta una important davallada tant en el neocortex (E) com en I"hipocamp (F). CA1, CA3, zones
de I’hipocamp; CP, placa cortical; DG, gir dentat; 1Z, zona intermédia; SG, stratum granular; SP, stratum
piramidale; SR, stratum radiatum; VVZ, zona ventricular; WM, substancia blanca. Barrad' escala: 200um.
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Figura 17. Caracteritzacio6 de les cél-lules que expressen reelina en la zona marginal-capa | a diferents estadis del
desenvolupament. A) Patrd d expressié de reelina en una secci6 tangencial de la zona marginal a E16 il lustrant
nombroses neurones marcades. B) Colocalitzacio del mMRNA deredlina (blau) i laimmunoreactivitat per caretinina
(marré) en les cél-lules de Caja-Retzius a la capa |, en una seccié obliqua de P0O. C) Secci6 tangencial a E16
mostrant lano colocalitzacio de redlina (blau) i lacalbidina (marré) alazonamarginal. D) Hibridaci6 in situ doble
(ISH; radioactivai no radioactiva) mostrant la manca de colocalitzacié entre en mRNA de reelina (grans de plata,
fletxes buides) i € de GAD67 (blau) a la zona marginal (MZ) a E18. L’'expressio de reelina té lloc a la meitat
superficial (subpial) delaMZ, mentre que GADG67 s expressa a nivells baixos en la meitat profundade laMZ. E)
Fotomicrografia mostrant la completa colocalitzacié del mRNA de redina (blau) i la immunoreactivitat per la
caretinina (marro) aP0 en lacapal, indicant que la reelina és expressada exclusivament per les cél-lules de Cajal-
Retzius (algunes assenyalades amb fletxes gruixudes). F) Colocalitzacié del mRNA de reelina i de la proteina
caretininaalacapal de P5; algunes neurones expressen ambdéds marcadors (fletxes gruixudes), perd existeix una
poblacié de cdl-lules positives per la reelina i negatives per la caretinina (fletxes buides). G,H) Parella de
fotomicrografies realitzades en diferent pla de focus il-lustrant la colocalitzacié del mRNA de reelina (grans de
plata, fletxes buides a G) i del de GAD67 (cél-lules blaves, fletxes primes) ala capal de P5; algunes neurones o
bé expressen transcrits de reelina (fletxes buides) o bé expressen els de GAD67 (fletxes primes); les fletxes
gruixudes assenyalen les cél-lules doblement marcades. 1) Cé-lules reglina-positives (color blau, fletxes buides) i
cél-lules caretinina (color marr6, fletxes primes) ala capa |l de P21, il-lustrant la manca de colocalitzacio entre
elles. A lacapall s observa una cél-lula doblement marcada assenyalada amb una fletxa gruixuda. J K) Parella de
fotomicrografies realitzades en camp fosc amb el corresponent camp clar d’ una preparacio doble radioactiva i no-
radioactiva mostrant I’ expressié de reelina (gransde plataa J) i lade GADG65 (blau aK) alacapal de P21. Noteu
que virtualment totes les cél -lules que expressen reelina també expressen GADGE5 (fletxes gruixudes). Les cél-lules
GADG65-positives/reelina-negatives estan assenyalades per fletxes primes. CP, placa cortical; SP, subplaca; I, 11-
[11, capes corticals. Barrad escala: 50um.
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Figura 18
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Figura 18. Caracteritzacio de les céllules que expressen reelina a la zona marginal -stratum lacunosum moleculare
hipocampica a diferents estadis del desenvolupament. A, B) Fotomicrografies en camp fosc i en camp clar d'una
seccié doblement marcada (ISH radioactivai no-radioactiva) mostrant |’ expressio els transcrits de reglina (grans de
plataaA) i els de GAD67 (blau a B) a E18; noteu la manca de colocalitzacié dels mRNAs en la zona margina
externa (OMZ). A la zona marginal interna (IMZ) s observa una debil expressié dels transcrits de reelina. C)
Distribucié del mMRNA de redlina (blau) i de laimmunoreactivitat per calretinina(marr6) alaOMZ i al” hipocamp
aP0. D) Colocalitzacié del mRNA de reelina (blau) de laimmunoreactivitat per calretinina (marré) ala preplaca
hipocampica (PPL) a E14. Noteu la preséncia de cél -lules que expressen només reglina (fletxes buides) ala zona
més superficial de la preplaca. E,F) Colocalitzacio del mRNA de redlina (blau) i de la immunoreactivitat per
calretinina (marr¢) a les cél-lules de Cqgal-Retzius (algunes assenyalades amb fletxes gruixudes) a prop de la
fissura hipocampica a PO (E) i a P5 (F). Noteu la colocalitzacié virtualment completa d ambdos marcatges. G,H)
Parella de fotomicrorafies preses a diferents plans de focus il -lustrant la colocalitzacié del mRNA de reelina (grans
de plata, fletxes buides) i de GADG67 (cdl-lules blaves) al stratum lacunosum moleculare (SLM) aP5. Tot i que la
majoria dels transcrits de reelina (fletxes buides) es troben fora de les cél lules positives per GADG67, en algunes
neurones hi colocalitzen ambdoés transcrits (fletxes gruixudes); les fletxes primes assenyalen les neurones que
només expressen GAD67. 1,J) Parella de fotomicrografies realitzades a diferents plans de focus mostrant la
colocalitzacio del mMRNA de reelina (grans de plata, fletxes buides) i del de GADG67 (cél-lules blaves) al SLM de
P21 a prop de la fissura hipocampica; les fletxes assenyalen el mateix que en G,H; noteu la presencia de neurones
reelina-positivesGAD67-negatives (fletxes buides). K) Distribuci6 del mRNA de reelina (blau) i de la
immunoreactivitat per calretinina (marrd) a voltant de la fissura hipocampica a P21; algunes cél-lules de Cajal-
Retzius reelinalcalretinina-positives estan assenyalades per fletxes gruixudes; la fletxa buida assenyala una
neurona reelina-positiva/calretinina-negativa. DG, gir dentat; HP, placa hipocampica; IMZ, zona marginal interna;
SLM, stratum lacunosum moleculare; SM, stratum moleculare; VZ, zona ventricular. Barres d'escala: A-C,
100pm; D-K, 50pm.
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Figura 19
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Figura 19. Les cdl-lules que expressen redlina en les zones derivades de la placa cortical en el cortex cerebral i en
I"hipocamp adults sdn neurones no-piramidals GABAérgiques. A,B) Distribucio del mRNA de reelina (blau,
fletxes buides) i de la immunoreactivitat per calretinina (marrd a A) o per cabindina (marré a B) a les capes
corticals IV i V del neocértex de P5; les neurones doblement marcades estan assenyalades per fletxes gruixudes,
les neurones piramidals calretinina-positives (fletxes primes) no expressen transcrits de reelina. B,C) Les neurones
reelina-positives/calbindina-positives de la capa V a P5 presenten formes no-piramidals (fletxes gruixudes). La
fletxa prima assenyala una neurona immunoreactiva per calbindina. D-F) Fotomicrografies de la capa II-111 del
neocortex de P21 mostrant expressié de reelina (color blau, fletxes buides) i immunoreactivitat (marr 6, fletxes
primes) per caretinina (D), neuropeptid Y (E) i somatostatina (F); les neurones no-piramidals doblement marcades
s'indiquen amb fletxes gruixudes. G,H) Parella de fotomicrografies realitzades a diferents plans de focus mostrant
la colocalitzacio del mRNA de reelina (grans de plata a G) i del de GAD67 (cdl-lules blaves) a la capa V del
neocortex de P21; les fletxes gruixudes assenyalen les cél -lules doblement marcades. |) Colocalitzacio dels mRNA
de reclina (blau) i de la immunoreactivitat per caretinina (marro) a |’ hipocamp de P21; les neurones doblement
marcades del stratum oriens estan assenyalades amb fletxes gruixudes. SO, stratum oriens; SP, stratum piramidale;
IV, V, capes corticals. Barres d escala: 50um.
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Figura 20
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Dibuixos redlitzats a la cambra clara (dalt) i histogrames mostrant la distribucié de cél-lules que expressen reglinai
els percentatges de colocalitzacié amb diverses proteines d' unié a calci i neuropéptids, per les diferents capes del
neocOrtex somatosensorial adult. En el centre, els histogrames ens mostren el nombre de cél-lules positives
trobades a cada capa (mitjat+SD). Les diferéncies estadisticament significatives entre les capes també estan
indicades (*p=0.01). Els histogrames de baix mostren percentatges de colocalitzacié en les diferents capes
corticals. Barres d’ escala: 300um.
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Figura 21
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Dibuixos de seccions d’hipocamp redlitzats a la cambra clara mostrant la distribucié de cél-lules que expressen
reclinaal’adult, i la colocalitzacio amb diverses proteines d’ unié acalci i neuropéptids. Barres d’ escala: 350um.
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Figura 22
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Figura 22. A-C) Fotomicrografies realitzades a pocs augments mostrant els patrons d' expressié de lareelinaen €
bulb olfactori a PO, P5i P21. D) Seccié doblement marcada (I1SH radioactiva i no radioactiva) il-lustrant la manca
de colocalitzacié entre el mRNA de reelina (grans de plata, cél-lules mitrals) i el de GAD67 (negre, cdl-lules
granulars) en €l bulb olfactori a E18. E) Fotomicrografia mostrant la distribucié bilaminar de les cél-lules que
expressen reelinaen el bulb olfactori a P21. F) Imatge realitzada en camp fosc d’ una preparacié doblement marcada
(ISH radioactivai no radioactiva) d’un camp semblant al mostrat a E, on s observa la manca de colocalitzaci6 entre
e mMRNA de reelina (mar catge blanc, grans de plata) i e de GADG67 (negre) en e bulb olfactori a P21. G,H)
Distribucié de les cdl-lules que expressen reelina en el cervell anterior basal a PO. Acb, nucli acumbens; Amg,
amigdala; AOB, bulb olfactori accessori; CPu, caudat-putamen; fi, lamina fibrosa; gl, lamina glomerulosa; GP,
globus pal-lid; gre, lamina granular externa; gri, lamina granular interna; HDB, brag horitzontal de la cinta
diagonal; Imi, lamina medul-lar interna; lo, tracte olfactori lateral; LS, septum lateral; mfb, fascicle longitudinal
medial; mi, lamina de cél-lules mitrals; MS, septum medial; obn, neuroepiteli del bulb olfactori; Pir, cértex
piriforme; ple, lamina plexiforme externa; pli, lamina plexiforme interna; PO, area preoptica; Tu, tubercle
olfactori; VDB, brag vertical de la cintadiagona . Barresd escala: A-C, G,H, 500um; D-F, 100pm.
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Figura 23
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Figura 23. Patr6 d' expressio del mRNA de reelinaen el diencefal i I” hipotalem al llarg del desenvolupament. A,B)
Fotomicrografies il-lustrant dos nivells rostrocaudals a E14, mostrant una expressié de reelina prominent a
I’amigdala (Amg), a fascicle longitudinal medial (mfb), I'area entopeduncular (EP), nucli reticular/zona incerta
(RT/Z1), nucli geniculat lateral ventral (VLG) i e nucli hipotalamic anterior (AH). C) A E16, lareelina s expressa
enel VLG, lazonalimitans intratalamica (zli) i en el nucli hipotalamic paraventricular (PA). D) A E18, el mRNA
de reelina s expressa a I’habénula medial (MHb), a VLG, a la zona limitans intratalamica/lamina medul -lar
externa (zli/feml) i a PA; nivells d'expressi6 més baixos es detecten en molts d'altres nuclis. E) Expressio de
reelina en € pretectum a PO. APT, nucli pretectal anterior; CPu, caudat-putamen; DT, talem dorsal; ic, capsula
interna; LH, hipotalem lateral; LHb, habénula lateral; lo, tracte olfactori lateral; v, ventricle lateral; OPT, nucli
pretectal olivar; pc, comissura posterior; PrC, nucli de la comissura posterior; PV nucli talamic paraventricular;
RCh, arearetroquiasmica; VT, talem ventral; 3v, tercer ventricle. Barres d’ escala: 250um.
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2. PATRO D'EXPRESSIO DE REELINA | DAB1EN EL CERVELL DE
LA RATA. ESTUDI COMPARATIU ENTRE RATESHIPOTIROIDEES
| CONTROL

2.1. EXPRESSIO DEL mRNA DE REELINA EN EL CORTEX CEREBRAL |
L'HIPOCAMP DE RATESCONTROL | HIPOTIROIDEES

Amb I'objectiu de determinar si la manca d'hormona tiroidea durant el desenvolupament
del cervel de la rata alterava I'expressio dels transcrits de reelina, inicialment analitzarem els
nivells de missatger mitjangant la hibridacio per Northern blot. Com es pot observar ala Figura
24, I'expressio del MRNA de reelina estava clarament regulada a la baixa en €l cértex cerebral
de les rates hipotiroidees a PO (50-60% de disminucid). Tal i com hem pogut observar en els
resultats anteriors realitzats en ratoli i com també sha mostrat en estudis recents (Schiffman et
al., 1997; Rice et a., 1998), la reelina es troba diferencialment expressada en diverses regions
del cervell en desenvolupament. Per tal d'aprofundir en I’ efecte que I'hnormona tiroidea exerceix
sobre I’ expressié de lareelina en les diferents regions cerebrals realitzarem analisis d'hibridacié
in situ tant en rates hipotiroidees com en controls. Donat que tant €l neocértex com I'hipocamp
son regions diana de |'acci6 de I'hormona tiroidea, comencarem analitzant el patré d'expressio en
aquestes zones durant el desenvolupament.

En les rates controls, a E18-P0, els transcrits de reglina es localitzaven a nivells elevats
en neurones de la zona marginal del primordi neocortical i hipocampic (futurs capa | i stratum
lacunosum-moleculare, respectivament) (Figs. 25A,G, 26). Aquestes neurones estaven
intensament marcades i presentaven un pericarion alargat, orientat horitzontalment, tipic de les
cél-lules de CR (Soriano et al., 1994; Del Rio et a., 1995, 1997). Coincidint amb l'analisi
realitzat en ratoli i també amb estudis anteriors (Schiffman et al., 1997), les cél-lules de CR
reelina-positives eren més nombroses a I'hipocamp que al neocértex (no mostrat). En la capa
|/stratum lacunosum-moleculare, € patré d'expressio de la reglina resulta ser ssimilar a E18 i PO
i, ames, en aquesta darrera edat, es detecta una segona poblacio de neurones reelina-positives en
lescapesV i VI del neocortex (Fig. 25A) i en les capes plexiformes de I'hipocamp.

En les rates hipotiroidees, els patrons d'expressio regional i laminar de lareelina a E18-
PO resultaren ser similars als de les rates control. Aixi i tot, el nombre de neurones marcades ala
capa | del neocortex i a stratum lacunosum-moleculare de I'hipocamp era significativament
inferior, en especial a PO (Figs. 25B, 26). Encara més, les neurones de CR reelina-positives

presentaven senyals d'hibridacio clarament meés febles en les rates hipotiroideees que en les
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control (Fig. 25H). De la mateixa manera, tant el nombre de neurones positives com la seva
intensitat de marcatge resultaren ser inferiors a les capes V i VI del neocortex i a les capes
plexiformes de I'hipocamp a PO (Figs. 25B, 26).

A P5, es nivells de mRNA de reelina de les rates control a les capes I/stratum
lacunosum-moleculare eren lleugerament inferiors a edats anteriors, tot i que encara sobservés
un nombre substancial de neurones positives, especialment a I'hipocamp (Fig. 25C,1). No es
trobaren diferéncies significatives en e nombre de neurones positives d'aquestes capes entre les
rates control i les hipotiroidees (Fig. 26), tot i que en aquestes darreres les neurones mostraven
un senyal d'hibridacio meés feble (Fig. 25, compareu | amb J). En canvi, es veié disminuit el
nombre de neurones reelina-positives en les capes |-V de les rates hipotiroidees (Fig. 26).

A P15, els transcrits de reelina foren detectats en algunes neurones de la capa | del
neocortex i en neurones disperses per les capes 11-VI (Fig. 25E), que correspondrien a neurones
interneurones GABAeérgiques, com succeia en ratoli. A I'hipocamp, encara es detectava
expressio del MRNA de reelinaen les cél-lules de CR, aixi com també en agunes interneurones
distribuides per les capes plexiformes (Fig. 25K). En €l cas de les rates hipotiroidees, el patrd
d'expressio resulta ser similar al de les control (Figs. 25F, 26). A tall de resum, doncs, totes
aquestes dades demostren que |'expressio del missatger de lareelina, en estadis tardans prenatals

i postnatals de la corticogenesi, esta regulada a la baixa en I'hipotiroidisme.

2.2. EXPRESSIO DE LA PROTEINA REELINA EN EL CORTEX CEREBRAL |
L'HIPOCAMP DE RATESCONTROL | HIPOTIROIDEES

Per tal d'investigar si la distribucié de la proteina Reelina també estava alterada en les
rates hipotiroidees, es reaitzaren immunotincions de seccions de cervell amb I'anticos CR50,
que reconeix laregié N-terminal de la Reelina (Ogawa et al., 1995; D'Arcangelo et al., 1997). A
E18-PO, la immunoreactivitat per CR50 era molt prominent en les capes I/stratum lacunosum-
moleculare de les rates control, marcant e pericarion i les dendrites de les cél.lules CR (Fig.
27A.E). A més, les capes Il/stratum lacunosum-moleculare presentaven un marcatge difus,
probablement corresponent a la distribucié extracel.lular de Reelina. En el cortex cerebral de les
rates hipotiroidees, la immunoreactivitat per CR50 era molt més feble en les capes I/stratum
lacunosum-moleculare, especidment a PO (Fig. 27B,F). En aquestes capes, les neurones que
presentaven marcatge eren dificils didentificar en rates hipotiroidees nounates, i la senyal difosa
observada en les rates control es veié drasticament reduida (Fig. 27B,F). Addicionalment, a les

capes V i VI dd cortex i a les plexiformes de I'hipocamp de les rates control, nomeés
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sobservaven agunes cel-lules Reelina-positives, que no podien ser detectades en les rates
hipotiroidees (no mostrat).

A P5, e patr6 dimmunoreactivitat per Reelina en les capes |/stratum lacunosum-
moleculare de |es rates control era semblant ala d'estadis anteriors (Fig. 27C,G). A diferenciade
les edats perinatals, un elevat nombre de neurones CR50-positives apareixia a les capes 1/
stratum lacunosum-moleculare de rates P5 hipotiroidees, amb un marcatge difus, smilar a
I'extracel lular, molt accentuat (Fig. 27D,H). De fet, la intensitat de I'immunomarcatge a P5 era
[leugerament superior en les rates hipotiroidees que en les control.

A P15, les capes I/stratum lacunosum-moleculare i les restants capes neocorticals i
hipocampiques estaven poblades per només algunes neurones Reelina-positives en les rates
control. No sobservaren diferencies paleses en la distribucié de neurones Reelina-positives de
les rates hipotiroidees (Fig. 271-L), tot i que les cél-lules mostraven un marcatge més feble en
aquests animals experimentals. En resum, aquestes dades mostren que els nivells de Reelina
estan disminuits als voltant dels estadis perinatals en les rates hipotiroidees, mentre que

semblarien assolir nivells normals a edats postnatals més avancades.

2.3. EXPRESSIO DE REELINA EN EL CEREBEL | EL BULB OLFACTORI DE
RATESCONTROL | HIPOTIROIDEES

Posteriorment, examinarem la distribucié de reelina, tant dels transcrits com de la
proteina, durant e desenvolupament del cerebel i € bulb olfactori, ambdues regions d'elevada
expressio de reelina i on, ahora, shan descrit deficiencies en la migracié per les rates
hipotiroidees (Patel et al., 1976; Legrand, 1984). A E18-P0, en & cerebel, s transcrits de
reelinai laimmunoreactivitat per CR50 aparegueren en I'EGL i en una poblacié de neurones de
la futura capa granular interna (IGL), que es correspondrien amb les primeres cél -lules granulars
postmigratories (Miyata et a., 1996). En € cerebel de les rates hipotiroidees, s observa un
marcatge inferior tant pel que fa als senyas dhibridacié com as immunocitoquimics (Fig.
28A,B). A aguestes edats, en canvi, no es detectaren diferéncies destacables en els nivells
d'expressié o immunocitoquimics en el primordi del bulb olfactori (no mostrat).

A P5-P15, ambdos tipus de marcatge esmentats eren prominents tant en I'EGL com en la
IGL del cerebel (Fig. 28C,E,G,I). Tot i que € cervell de les rates hipotiroidees presenta una
EGL més gruixuda degut a un retard en la migracio de les cél-lules granulars, la distribucio del
MRNA de lareelinai de la proteina era similar en les rates control i en les hipotiroidees (Fig.
28D,F,H,J). No obstant, els nivells de marcatge eren clarament més elevats en el cerebel de les

rates hipotiroidees. A I’estadi P5, en €l bulb olfactori de les rates hipotiroidees concretament, es
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detecta una disminuci6 dels nivells de mRNA i proteina (Fig. 28K,L), mentre que no es nota cap

canvi aP15.

2.4. EXPRESSIO DEL mRNA | PROTEINA DEL GEN DAB1 EN RATES CONTROL |
HIPOTIROIDEES

Donada la relacié que s ha establert entre la Reelina i la proteina adaptadora Dabl
(Sheldon et al., 1997; Howell et al 1997b, 1999; Rice et al., 1998, Rice and Curran 1999) vam
voler determinar si I'expressié de dabl es veia aterada en les rates hipotiroidees i per a
comprovar-ho realitzarem analisis dhibridacio in situ. A E18 i PO, els transcrits de dabl es
trobaven ampliament extesos per la proliferativa zona ventricular, aixi com també en neurones
postmitotiques del cortex cerebral. Tant a la placa cortical del neocértex com a les capes
piramidal i granular de I'hipocamp detectarem un intens marcatge. En altres regions cerebrals,
com el cerebel, també hi apareixia una expressio generalitzada (no mostrat) coincidint amb
troballes recents (Rice et a., 1998). No sobservaren canvis en la distribucio de transcrits o en la
intensitat del senyal d'hibridacié en les rates hipotiroidees a E18-PO (Fig. 29A,B). A P5-P15,
I'expressio de dabl estava també ampliament distribuida pel neocortex i I'hipocamp i es podien
distingir clarament moltes cél-lules marcades (Fig. 29C,D). En el cerebel, dabl estava expressat
en les cél-lules de Purkinje, lalGL, i en la part interior de I'EGL (no mostrat). Altra vegada, no
sobservaren diferencies notables en les rates hipotiroidees, excepte per una lleugera disminucié
del senya a P5. En conjunt, aquestes dades indiquen que la sintesi del mRNA de dabl o la seva
estabilitat no estan substanciament alterades per la manca d’hormonatiroidea.

Posteriorment, examinarem la distribucio de la proteina Dabl, la qual, en abséncia de
Redlina, sacumula a nivells anormalment elevats en e mutant de ratoli reeler (Rice et al.,
1998). A PO, es detecta immunoreactivitat per Dabl en el pericarion i dendrites de moltes
neurones post-mitotiques del neocortex i de I'hipocamp, aixi com també en feixos de fibres en
rates control (Fig. 29E; no mostrat). A aguesta edat, els cervells hipotiroideus mostraven una
distribucié similar de Dabl, no obstant, la intensitat del marcatge era més elevada que lade els
controls (Fig. 29E,F). A P5, la proteina Dabl romangué ampliament extesa per tot e cortex
cerebral tant d’animals control com dels hipotiroideus. Tot i aixi, i contrariament a |'edat
anterior, els nivells dimmunotincié eren més elevats en els controls que en les rates
hipotiroidees (Fig. 29, compareu G,H). Aquesta mateixa diferéncia d'expressio es repeti en €
cerebel, a P5 (Fig. 291,J). Amb tot, ja a edats més avancades com P15 o P25, no sobservaren

diferéncies entre les rates control i les hipotiroidees (no mostrat).
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Per acabar de confirmar aquestes dades, analitzarem per Western blotting la quantitat de
proteina Dabl present en el cortex i en el cerebel d'animals control i hipotiroideus. Com es pot
observar a la figura 30, a P5, Dabl era més abundant en les rates control. Aquests resultats
indiquen gue els nivells de Dabl estan inversament relacionats amb els nivells de Redlina en les
rates hipotiroidees, com sha demostrat recentment en e mutant de ratoli reeler (Rice et al.,
1998). Aquest fet també implica que la proteina Dabl no aconsegueix ser degradada en absencia
del senyal provocat per la Reelina. Mostres de cervell de ratolins de la soca salvatge i dels
mutants reeler sinclogueren com a controls, mostrant aixi la regulacié a l'dta de I'expressié de
Dabl en el's animals mutants deficients en Reelina.

2.5. REGULACIO DE L'EXPRESSIO DE REELINA PER L'HORMONA TIROIDEA IN
VIVOI IN VITRO

Amb la finalitat de comprovar si I'expressio de reelina estava directament regulada per
I'hormona tiroidea, sincubaren seccions de cultius organotipics d'hipocamp de rates PO, control i
hipotiroidees, en medi de cultiu que contenia o sérum normal o0 serum mancat de T3/T4 o0 serum
mancat de T3/T4 suplementat amb T3 (150 o 500nM). Després de 6 dies en cultiu, sanditza
I'expressié del mRNA de reelina mitjancant una hibridacio in situ. Les seccions d'hipocamps
control incubades amb serum normal 0 mancat de T3/T4 mostraven €l tipic patré d'expressio de
neurones positives pel MRNA de reelina. Aixi, apareixien cél-lules CR intensament marcades en
el stratum lacunosum-moleculare a prop de la fissura hipocampica, i en les restants capes shi
podien trobar, addicionalment, algunes neurones disperses (Fig. 31A,D; no mostrat). Les
seccions tractades amb T3 no exhibiren un increment estadisticament significatiu del nombre de
neurones reglina-positives (Fig. 32). Aquestes dades suggereixen que |'efecte del serum mancat
d’hormonain vitro podriano ser tant sever com I'hipotiroidisme allarg termini in vivo.

L es seccions d'hipocamp de rates hipotiroidees nounates incubades amb serum normal o
mancat d'hormona presentaven una important reducciéo en e nombre de cél-lules reelina
positives després de 6 dies en cultiu (Figs. 31B,E, 32). Aquest resultat contrastava amb €l
nombre similar de cél-lules que expressaven reelina en I'hipocamp de rates control i
hipotiroidees a P5 (Fig. 26), tot indicant que haurien d'existir factors sistemics addicionals
reguladors de I'expressié de reglina que no es troben en els cultius de seccions d'hipocamp. A
més, les neurones marcades exhibien senyals febles dhibridacié. Per contra, les seccions
hipocampiques d'animals hipotiroideus tractades amb T3 mostraven un patré d'expressio
indistingible a dels cultius control, indicant que I'hormona tiroidea reestableix |'expressio de

reelina als seus nivells normals (Fig. 31C,F). Aquest resultat fou corroborat pel comptatge de
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cel lules positives (Fig. 32). Addicionalment, I'efecte de I'normona T3 en I'expressio del mRNA
de la reelina en €es cultius organotipics fou estimat utilitzant andisis de RT-PCR
semiquantitativa. En la mateixa linia dels resultats anteriors, € tractament amb T3 restabli
I'expressio del mRNA de reelina fins a nivells normals en rates hipotiroidees i augmenta unes
tres vegades els nivells en els animals control (Fig. 33).

Per tal dexaminar s la regulacio de l'expressi6 del mRNA de reelina estava
correlacionada amb els nivells de proteina, les seccions de cultius organotipics d'hipocamp foren
tractades amb |'anticos CR50. Com es pot observar ala Figura 31 (compareu plafons G i J amb
H i K), e fort immunomarcatge de les seccions control es veié drasticament reduit en les
seccions d'hipocamps de rates hipotiroidees. Altra vegada, € patré dimmunotincié de CR50
retorna al'estat normal en els cultius que foren tractats amb T3 durant 6 dies (Fig. 31I,L).

Amb laintencié de determinar si €ls nivells reduits d'hormona en rates hipotiroidees eren
la causa de I'observada disminucié en I'expressié de reelina, administrarem T4 a aguests
animals. Coincidint amb els resultats anteriors, el patré de distribucio del mRNA de reelina a
P15 no diferia excessivament entre les rates control i les hipotiroidees i, malgrat tot, laintensitat
de marcatge es veia reduida en aquests darrers (Fig. 34A). Les rates hipotiroidees tractades amb
T4 mostraren un increment en el nombre de neurones reelina-positives presents a la capa
I/stratum lacunosum-moleculare i ales capes V i VI (Fig. 34B). Alhora, e tractament amb T4
provoca un senyal d'hibridacié més intens en les neurones marcades. Tots aquests resultats junts
indiquen que e MRNA de reelinai I'expressié de la seva proteina estan regulats per I'hormona
tiroideain vivo.

101



RESULTATS

Figura24
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Andlisi per Northern blot de I’ expressi6 de reelina en rates hipotiroidees nounates. S’ analitzaren deu micrograms de
poli(A)+ RNA del cortex cerebral de rates nounates (PO) control (C) i hipotiroidees (H) (cada mostra correspon a
tres animals del mateix tipus) mitjancant una sonda de cDNA de reelina com ha estat descrit en els Materias i
Métodes. Laciclofilina (Cy) s utilitza com a gen control. Els nivells de RNA de reelina es quantificaren mitjangant

lautilitzacié d’ un apardll Instant Imager (Packard). Es mostren les dades de tres experiments independents com ala
mitja+ SEM; ***p<0.001.

102



RESULTATS

Figura 25
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Figura 25. Efectes de I' hipotiroidisme sobre |’ expressio del mRNA de reelina en el cortex cerebral. A-F) Patr6
d’expressio del mRNA de redlina en el neocértex de rates control (A,C,E) i hipotiroidees (B,D,F) aP0 (A,B) i a
P15 (E,F). Les capes corticals estan indicades a la dreta. Noteu els nivells reduits de mRNA en les rates
hipotiroidees a PO i a P5. Les puntes de fletxa a A i B assenyalen céd-lules de Caa-Retzius. G,H)
Fotomicrografies ampliades il-lustrant cél-lules de Cgjal-Retzius positives pel mRNA de reelina a la capa | del
neocortex de rates control (G) i hipotiroidees (F). 1,J) Distribucié de cél-lules positives pel mRNA de redlina a
I” hipocamp de rates control (1) i hipotiroidees (J) a P5, mostrant la disminuci6 dels nivells de mRNA tant al stratum
lacunosum-moleculare com a la resta de capes hipocampiques. K) Distribucié de les cél-lules que expressen €l
MRNA de redlina a |I"hipocamp d'una rata control a P15. A aguesta edat i en aguesta regi6, no es detectaren
diferéncies amb les rates hipotiroidees. C, control; H, hipotiroideu; |-V1, capes corticals; CP, placa cortical; DG,
gir dentat; GL, capa de cdl-lules granulars; ML, capa molecular; CA3, CA1, subdivisions hipocampiques CA3 i
CA1L; SLM, stratum lacunosum-moleculare. Barres d’'escala: A, 200um (aplicable aB-D, I, J); E, 100um (aplicable
aF,K); G, 40um (aplicablea H).
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Figura 26
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Nombre de neurones positives pel mRNA de reelina en rates control i hipotiroidees a les capes | i V/VI ded
neocortex i a stratum lacunosum-moleculare de I” hipocamp. Les dades es quantificaren com ha estat descrit en els
Materials i Métodes (mitja+ SEM; *p<0.05). Per la capa cortical | i € stratum lacunosum-moleculare, anaitzarem
quatre bandes de tres animals diferents, i per les capes V/V1, mesurarem cinc seccions de tres animals diferents.
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Figura 27
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Figura 27. Expressié de relina en €l cortex cerebral de rates control i hipotiroidees. A-D) Fotomicrografies
mostrant la distribucié de la immunoreactivitat per CR50 a la capa | de rates control (A,C) i hipotiroidees (B,D) a
PO (A,B) i aP5(C,D). Les puntes de fletxa assenyalen algunes cdl -lules de Caja-Retzius CR50-positives. Noteu el
feble marcatge en els animals hipotiroideus a PO. E-H) Patré d’immunoreactivitat per CR50 a I” hipocamp de rates
control (E,G) i hipotiroidees (F,H) a PO (E,F) i aP5 (G,H), il-lustrant una clara reducci6 del marcatge en les rates
hipotiroidees a PO. Lafissura hipocampica s indica amb puntes de fletxa. I-L) Patré d’immunoreactivitat per CR50
al neocortex (1,J) i I"hipocamp (K,L) de rates control (I,K) i hipotiroidees (J,L) a P15. No s observaren diferéncies
destacables entre ambdues regions corticals a aquesta edat. La fissura hipocampica s’ indica amb puntes de fletxa.
C, control; H, hipotiroideu; EC, cortex entorrinal; les altres abreviatures son les mateixes que les de la Figura 25.
Barres d'escaa A, 40um (aplicable a B-D); E, 200um (aplicable a F); G, 200um (aplicable a H); I, 100um
(aplicablea J-L).
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Figura 28
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Figura 28. Patrons d' expressio del mRNA i proteina reglina en €l cerebel i bulb olfactori de rates hipotiroidees. A-
F) Distribucié del mRNA de reelina en € cerebel de rates control (A,C,E) i hipotiraidees (B,D,F). Noteu la
disminucio en els nivells de MRNA en les rates hipotiroidees a PO i I’augment d’ aquests a P5 i P15 en els mateixos
animals. G-J, Patr6 d'immunoreactivitat per CR50 en €l cerebel de rates control (G,l) i hipotiroidees (H,J) a P5
(G,H) i aP15 (1,J). S observa un augment dels nivells de Reelina en les rates hipotiroidees. Les puntes de fletxa
assenyalen la EGL. K,L) Immunoreactivitat per CR50 en el bulb olfactori de rates control (K) i hipotiroidees (L) a
P5, il-lustrant la disminucié de la immunoreactivitat en les cél-lules mitrals i en les neurones glomerulars en les
rates hipotiroidees. EGL, lamina germina externa; |GL, lamina granular interna; ML, capa molecular; WM,
substancia blanca; MCL, capa de cél-lules mitrals; GCL, capa de cél-lules granulars; GL, capa de cél-lules
glomerulars. Barresd'escala: : A, 200um (aplicable aB-J); K, 40um (aplicable aL).
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Figura 29
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Figura 29. Distribucié del mRNA i proteinadabl en els cortex cerebral i cerebel de rates control (C) i hipotiroidees
(H). A-D) Patr6 d'expressio del mRNA de dabl a PO i P5 en rates control(A,C) i hipotiroidees (B,D) al’ hipocamp
(A,B) i a neocdrtex (C,D). dabl esta ampliament expressat per tot el cortex cerebral i no s observen diferencies
significatives entre les rates hipotiroidees i les control. E-H) Distribucié de la proteina Dabl en el neocortex de
rates control (E,G) i hipotiroidees (F,H) a PO i a P5. S’ observa un augment dels nivells d’immunoreactivitat per
Dabl en les rates hipotiroidees a PO, mentre que a P5 ocorre € contrari. 1,J) Fotomicrografies il-lustrant una
disminucié en els nivells d’ immunoreactivitat en el cerebel de rates hipotiroidees (J) en comparacié amb les control
(I) aP5. Les abreviatures son les mateixes que lesde les Figures 25 i 28. Barres d escala: A, 200um (aplicable a B-
H); 1, 100um (aplicable a J).
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Analisi per Western blot de |’ expressié de Dabl en el cortex (Cx) i cerebel (Ch) de rates control (C) i hipotiroidees
(H) aP5. Com acontrols s utilitzaren extractes de cervell total de ratolins de soca salvatge (wt) i reeler (rI™) deles
edats indicades, mostrant un important augment en el contingut de Dabl en els mutants reeler. Els nombresladreta
indiquen el pes dels marcadors moleculars.
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Figura 31
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Expressio del mRNA de reelina (A-F) i proteina (G-L) en cultius organotipics de seccions d’ hipocamp. Plafons de
I’esquerra, (A-J), cultius de seccions de rates eutiroidees incubats durant 6 dies en serum estandard. Plafons del
mig, (B-K), cultius de seccions de rates hipotiroidees incubats durant 6 dies en sérum mancat d’ hormona tiroidea.
Plafons de la dreta, (C-L), cultius de seccions de rates hipotiroidees incubats durant 6 dies en sérum mancat de
T3/T4 suplementat amb T3 500nM. Noteu que €els reduits nivells d’ expressio de les rates hipotiroidees es recuperen
mitjancant el tractament amb T3. Fotomicrografies ampliades mostrant I’ expressié del mRNA de reelina (D-F) i
proteina (J-L) ales cél-lules de Cajal-Retzius de I” hipocamp. Les abreviatures son les mateixes que ala Figura 25;
S, subiculum. Barres d'escala: A, 300um (aplicableaB, Ci G-1); D, 75um (aplicable a E, F); J, 50um (aplicable a

K,L).
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Figura 32
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Densitat de neurones positives pel mMRNA de reelinaa SLM de cultius de seccions d’' hipocamp de rates control i
hipotiroidees nounates (P0). Els cultius organotipics s'incubaren en sérum normal estandard (NS) o en serum
mancat de T3/T4 (DS) suplementat o no amb T3 tal i com s'indica. Per als andlisis estadistics, €ls cultius tractats
amb T3 es compararen amb els cultius DS. Noteu I'increment de cél-lules reelina-positives causat pel tractament
amb T3. Les dades es quantificaren com ha estat descrit en els Materials i Métodes (mitja+ SEM; *p<0.05). Cada
valor correspon a cinc bandes de dos cultius diferents.
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Analisis per RT-PCR de I’ expressié del mRNA de reelina en cultius organotipics. A) Els RNAs totals es prepararen
dels mateixos quatre tipus de cultius que s esmenten a peu de la Figura 32 i posteriorment es retrotranscrigueren i
analitzaren com s ha descrit en els Materials i Métodes per a estimar-ne |’ expressio del mRNA de reelina. El gen
GADPH s utilitza com a control intern. B) Quantificacié del quocient d’ expressié de mRNA reelin/GADPH.
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Figura34
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Efecte del tractament in vivo amb hormona tiroidea sobre el nombre de cél -lules reelina-positives presents en rates
P15. A) Fotomicrografies il-lustrant el nivell d’expressio de reelina en el cortex parietal de rates control (C),
hipotiroidees (H) i hipotiroidees tractades amb T4 (H+T4), tal i com s'ha descrit en els Materials i Métodes. B)
Nombre de neurones reelina-positives al neocortex (capes| i V/VI) i al’hipocamp (SLM) per tres grups d’ animals.
Les dades es quatificaren tal i com s'ha descrit en els Materials i Métodes (mitja + SEM; *p<0.05). Per la capa
cortical I i el SLM cada valor correspon a tres bandes de quatre animals diferents, i per les capes corticals V/VI a
guatre seccions de tres animals. Les abreviatures son les mateixes que les de laFigura 25. Barrad' escala: 100pm.
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3. PAPER DE LA NETRINA-1 EN LA MIGRACIO DELSPRECURSORS
GENERATSENEL LLAVI ROMBIC

3.1. EFECTE EN NEURONES | NEURITES PROVINENTS DEL LLAVI ROMBIC
INFERIOR

La sequencia tempora de proliferacié de precursors neuronals en el IRL, ens permet
concretar € tipus de neurones precerebel -lars afectades per la Netrina-1 en la seva migracio. En
els nostres experiments, seleccionarem explants de llavi rombic extrets d'embrions E12-E14. A
E12, totes les neurones de IO han abandonat €l IRL aixi doncs, la majoria de cél -lules en aquests
explants correspondrien a neurones del LRN i del ECN. En canvi, les neurones generades a E14
estan exclusivament destinades als nuclis pontins (Taber Pierce 1966, veure punt 3.1. de la
Discussio).

Primer, comprovarem s la Netrina-1 actuava com a senyal atractiva o repulsiva per les
neurones del LRN i del ECN, mitjancant el cocultiu d'explants de IRL amb agregats de cel-lules
secretores de Netrina-1. Els explants cultivats amb agregats de cel-lules EBNA-293 durant 2
dies in vitro (DIV) no mostraven cap orientacio preferencial en e creixement de les neurites
immunotenyides amb |'anticos Tuj-1; presentaven un creixement radial (Taula 3; Fig. 36). El
meés rellevant fou la manca, gairebé total, de cossos cel-lulars en migracio entre les neurites. Per
contra, quan els explants de IRL de E12 eren cultivats amb cél -lules secretores de Netrina-1, €l
91% dels explants (Taula 3) mostraven un patro de creixement neuritic marcadament assimetric,
amb molts menys processos en el quadrant distal que en e proximal (no mostrat). Aquest
comportament diferencial segons e quadrant, desapareixia quan els explants se situaven a
[largues distancies (a voltant de 600um) dels agregats cel-lulars. Encara més, les neurites del
quadrant proximal formaven uns fascicles gruixuts i compactes que es trobaven associats a
cadenes de neurones en migracio.

Després intentarem analitzar |'efecte de la Netrina-1 sobre la migracio de les neurones
precerebel lars pontines i amb aguest motiu duguérem a terme experiments in vitro similars
utilitzant IRL de E14. En els cocultius amb agregats de cél-lules control, les neurites de IRL
creixien simétricament en un 75% dels explants després de 1 DIV i en un 100% dels explants
després de 2 DIV (Taula 3; Fig. 37A). En ambdos casos, |es neurites radials emergents estaven
pobrement fasciculades (Fig. 37A) i les poques neurones Tuj-1-positives que abandonaven els
explants mostraven una morfologia toscament bipolar i uns llargs processos neuritics,
probablement corresponents a leading process de les neurones pontines en migracié (Ono i

115



RESULTATS

Kawamura, 1990) (Fig. 37C,E). Aquestes neurones es mantenien molt a prop de I'explant, €l
qual apareixia envoltat per un estret anell de cél-lules d'un gruix aproximat de 100um (Taula 3;
Figs. 37A, 38A). En canvi, € 59% dels explants de 1 DIV i €l 100% dels de 2 DIV cocultivats
amb els agregats secretors de Netrinal (Taula 3A; Fig. 37B) mostraven un prominent
creixement neuritic dirigit cap als agregats cdl-lulars. La majoria d'aguests processos shavien
fasciculat i assolien la massa cel-lular productora de Netrina-1 (Fig. 37B,F). Els cultius tractats
amb marcadors nuclears, ens permeteren observar |'existencia de les poques neurones en
migracio que es trobaven aillades, tot i que la majoria es col-locaven en aposicid, seguint-se les
unes a les altres i formant gruixudes cadenes neuronals, que emergien, basicament, dels
quadrants proximals dels explants (Taula 3B; Fig. 37B,D) i, ocasionament, dels quadrants
laterals (Fig. 38B). En cocultius doblement tenyits, la majoria de les cadenes de cel-lules en
migracio se situaven entremig dels processos fasciculats (Fig. 37B,D,F), com ocorre en la via
migratoria pontinain vivo (Ono and Kawamura, 1990), i recorrien la distancia entre els explants
de IRL i els agregats cel-lulars de EBNA-293 transfectades (Fig. 37B). A partir d'aquestes
observacions podem concloure que les neurones precerebel -lars utilitzen un tipus de migracio
neurofilica (Rakic, 1990). Encara més, les pogues neurites que creixien en €l quadrant distal no
es veien mai associades a una migracié neurona en massa (Figs. 37B, 38B), suggerint que, en
els cocultius, el creixement neuritic i la migracié neuronal no conformen un procés unitari.
Aquests resultats, doncs, mostren que la Netrina-1 actua com a senyal quimiotactica per les
neurones precerebel -lars, perque imposa direccionalitat ala seva migracio.

Amb la intencié de confirmar que les neurones que migraven en els explants de IRL a
E14 eren neurones pontines, els cultius foren immunotenyits amb anticossos contra TAG-1
(Wolfer et al., 1994). Com esta mostrat ala Figura 38C,D, aquests anticossos marcaven cadenes
gruixudes de neurones en migracié amb llargs leading processes, els quals estaven dirigits cap
als agregats de Netrina-1. D’ dtra banda, la potent migracio provocada per la Netrina-1 sobre les
neurones precerebel -lars pontines postmitotiques fou reproduida cultivant explants aillats de IRL
de E14 en un medi condicionat durant 36 hores amb cel-lules EBNA-293 secretores de Netrina-
1 (Fig. 38E-H). Alguns dels explants de IRL cultivats o bé amb agregats de cél -lules secretores
de Netrina-1 o bé en medi condicionat foren immunotenyits amb anticossos contra GFAP. No es
detectaren cel-lules GFAP-positives en €ls explants, fet que suggeria que la migracio no podia
ser gliofilica

Tots aquests experiments demostren que la Netrina-1 no és només un quimioatraient per
les neurites provinents de les neurones del LRN, del ECN, del NRTP o del BP generades al IRL,
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sinG que, ahora, és capa¢ datraure i promoure la migracio cel-lular massiva d'aquestes

neurones.

3.2. EFECTE EN NEURONES | NEURITES DEL LLAVI ROMBIC SUPERIOR | DE
LA CAPA GERMINAL EXTERNA

Volguerem comprovar, també, I'efecte que exercia de la Netrina-1 en els dos tipus de
migracio que experimenten les cél-lules cerebel-lars a llarg de la seva diferenciacio i amb
aquesta finalitat duguérem a terme experiments in vitro tant amb explants de uRL de E14 com
amb explants dEGL de PO-P6. Els provinents de E14 (URL) que es cocultivaren amb cel-lules
control emetien neurites sense cap orientacié preferencial després de 1 o de 2 DIV (Taula 4),
mentre que en exposar-los a cél-lules productores de Netrina-1 experimentaven un creixement
neuritic menys homogeni (Fig. 39A,B). Amb tot, no es detectaren canvis significatius en I'area
ocupada pels processos emesos (Fig. 40; Taula4).

Alhora de disseccionar explants dEGL en seccions parasagitals de cerebel postnatal
utilitzarem el pla de més facil ruptura, que passa just per sota de la capa de cél -lules de Purkinje,
multicel-lular en les edats PO-P2 i monocel-lular a P4-P6. Aixi, aguests explants dEGL
contenien, inicialment, les lamines basal subpia i glial, 'EGL sencera, la capa molecular
naixent i lamajoriade les cél-lules de Purkinje (Fig. 35B). Per afavorir € creixement radial tant
dels processos de les céllules granulars com de les neurones, els explants es colocaren en una
matriu de gel de colagen tridimensional, orientant la superficie subpial de |’ explant cara amunt o
caraavall. Fruit d'aguesta orientacio, el creixement dels explants dEGL fou simetric i radial, fet
gue ens permeté monitoritzar €l's efectes de la Netrina- 1.

Incubdrem els explants amb anticossos contra diferents marcadors cel-lulars per aixi
poder identificar els tipus de neurones cerebel lars i els processos que creixien dels explants
dEGL. Utilitzarem |'anticos contra Tuj-1 per observar les neurites, anti-TAG-1 o L1 per
visualitzar els cossos de les cél-lules granulars, anti-calbindina per les cél-lules de Purkinje i
anti-GFAP per laglia de Bergmann (Wassef et al., 1985; Buttiglione et al., 1996; Soriano et al.,
1997). Quan €els explants dEGL, a PO, foren cocultivats des de 1 fins a 3 dies amb cél-lules
secretores de Netrina-1, un 67% dels explants mostrava neurites positives per Tuj-1 que creixien
preferencialment cap al quadrant distal (Taula 4; Fig. 39C,D). Els explants provinents d'animals
de més edat (P2, P4 o P5) mostraven un efecte repulsiu similar, perd més drastic (Figs. 40, 41A-
D). A tal d'exemple, els explants d'EGL de P4 i P5 presentaven un creixement preferencia en el
quadrant distal en un 90% dels casos (Taula 4). L'efecte repulsiu de la Netrina-1 en I'extensio

neuritica es manifesta en forma d'un creixement preferencia en el quadrant distal més que no
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pas en forma d'un canvi de direcci6 per defugir de lafont de Netrina-1. Aquest comportament es
reprodui quan sincubaren explants dEGL en medi condicionat per cel-lules secretores de
Netrina-1, fet que provoca un creixement neuritic reduit (Fig. 39E,F).

La utilitzacio de diferents marcadors cel-lulars mostra que les cél-lules de Purkinje
calbindina-positives no sobrevivien en aquestes condicions i degeneraven durant el segon diaen
cultiu (no mostrat). La immunotincido amb GFAP revela cossos cellulars positius dins dels
explants, que molt probablement corresponien a cél-lules de la glia de Bergmann, perd no es
trobaren processos GFAP-positius que haguessin crescut fora dels explants. Contrariament, els
anticossos contra TAG-1 (Fig. 41E) i L1 (no mostrat), els quals marquen, respectivament, les
fibres paral -leles més immadures i les madures en el cerebel en desenvolupament (Buttiglione et
al., 1996), tenyien la majoria de les fibres emergents dels explants d'EGL . Aix0 ensindicaquela
majoria, sind totes, les neurites repel-lides per la Netrina-1 en el nostre assaig corresponen a
fibres paral-leles. D’ altra banda, juntament amb les fibres paral -leles, sobserva com €l's cossos
cel-lulars TAG-1- o L1-positius salunyaven dels explants (Fig. 41E). En presencia de cel-lules
EBNA-293 control, es detectaven alguns cossos cel -lulars marcats a prop dels explants, enmig
dels feixos de fibres paral-leles que emergien radialment. Contrariament, en presencia de
cél-lules secretores de Netrina-1, els cossos cel-lulars positius per TAG-1 o0 L1 eren més
abundants i es trobaven exclusivament en el quadrant distal a I'agregat cel-lular secretor de
Netrina-1 (Fig. 41E). Aquests cossos cel -lulars eren molt petits (6-8um) i per tant corresponien a
ceél lules granulars en migracié.

Tots junts, aquests resultats mostren que la Netrina-1 no té cap efecte sobre explants de
uURL de E14, indicant que aguest factor no juga cap paper en la iniciacié de la migracié
tangencial dels progenitors de les cél-lules granulars. En canvi, la Netrina-1 si que exerceix un
fort efecte repulsiu en e creixement de les fibres paral -leles (axons de les cél lules granulars) i
en la trandocacio intraneuritica de les cel-lules granulars per aguests axons. La repulsio
generada per la Netrina-1 es fa evident ja en € naixement (PO) i augmenta drasticament en
estadis postnatals més tardans.

3.3. PATRO D’EXPRESSIO DE LA NETRINA-1 | DELS SEUS RECEPTORS EN EL
TRONC ENCEFALIC INFERIOR | CEREBEL EN DESENVOLUPAMENT

Amb la intencié desbrinar si, in vivo, la Netrinal mediatitza els efectes repulsius i
atractius observats in vitro, examinarem els patrons d'expressié de la netrina-1l i dels seus
receptors en €l tronc de I'encefa inferior i en el cerebel de ratolins embrionaris i postnatals. Per
a dur a terme aguest andlis S'utilitzaren les técniques d hibridacio in situ i la
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immunocitoquimica. A E12, el mRNA de netrina-1 es trobava expressat a nivells elevats en les
cellules epitelials a l'origen de la floor plate. L'expressio sextenia mediolateralment, en forma
de gradient decreixent, atravessava la placa basal i ascendia cap a sulcus limitans. El mRNA de
dcc i la seva proteina no estaven expressats a la zona ventricular, perdo si en la zona
subventricular tant de la placa basal com de la placa alar. La proteina DCC marcava fibres al
[larg de les vies de migracié marginal i submarginal. A aguesta edat del desenvolupament, els
senyals d'hibridacié per unc5h2 i uncbh3 no es podien gairebé detectar (no mostrat; Bloch-
Gallego et al., 1999).

A E14, I'expressio del missatger de netrina-1 era similar a I'observada per E12 (Fig.
42A). L'expressio de dcc es mantenia elevada en la zona subventricular i a llarg de la via
migratoria pontomedul -lar, que es dirigeix cap a pons. Un marcatge menys intens es detectava
en el nucli del tracte solitari en laregi6 vestibular (Fig. 42C,D). EIl mRNA de neogenina estava
altament expressat en les cdl-lules de la zona ventricular de la placa basal i menys intensament
en la zona ventricular de la placa aar, fins a arribar al IRL (Fig. 42B). Els transcrits de dcc i
neogenina, doncs, mostraven uns patrons d'expressio no solapats. D’ atra banda, € mMRNA de
unc5h2 mostrava un senyal elevat i ocupava la magjor part de les plagues ventriculars aars,
incloent el IRL, mentre el senyal corresponent a unc5h3 era practicament absent (Fig. 42E,F).
L'expressio de uncbh2, per tant, era complementaria a la de netrina-1 i estava parciament
solapada amb la distribucio del mRNA de neogenina (Fig. 42A,B,E). En seccions coronals a
I'alcada del nucli ponti, es podia observar com la netrina-1 estava expressada en la linia mitja
(Fig. 42G) i el senyal corresponent a dcc eraintens en la via migratoria pontina (Fig. 42H). Tant
uncbh2 com unc5h3 s expressaven suaument en € nucli ponti a E14 i amb |’edat aquesta
expressio augmentava (Fig. 421).

En la placa cerebel -lar en desenvolupament, a E14, tant I'expressio de netrina-1 com la
dels seus receptors era feble. La netrina-1 estava gairebé absent, amb I'excepcid d'un lleu
marcatge en les regions nuclears profundes (Fig. 43A). El mRNA de dcc i la seva proteina es
trobaven en e neuroepiteli primari cerebel-lar, en @ trigon germina i en I'EGL. La proteina
estava present, a més, en feixos de fibres que podrien correspondre a les vestibulars, les quals
son les primeres projeccions extracerebel-lars en arribar (Fig. 43C,D). La distribucié de
neogenina colocalitzava amb la de dcc, majoritariament en la regié mitja de la zona ventricular.
Alhora, la neogenina estava expressada en neurones nuclears profundes (Fig. 43B). A mida que
avancavem en el desenvolupament, I'expressio cerebel-lar de la netrina-1 i dels seus receptors
anava variant. Aixi, a P5, I'expressio de netrina-1 era prominent en I'EGL i en les cél-lules

basket i estrellades (les interneurones inhibidores de la capa molecular), pero estava gairebé
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absent de la capa granular interna (Fig. 44A). El mRNA de la neogenina estava expressat per les
cellules granulars tant de I'EGL com de la IGL (Fig. 44B). El missatger del dcc es trobava per
tota I'EGL, mentre que la seva proteina només estava expressada en les fibres paral-leles a la
interfase entre I'EGL profunda i la capa molecular naixent. També sobservaven fibres DCC-
positives en la IGL i en la substancia blanca (Fig. 44C,D). Els mRNAs de unc5h2 i uncb5h3 es
trobaven confinats als precursors de cel-lules granulars (EGL) i en les cé-lules granulars
postmigradores (IGL) (Fig. 44E,F).
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Figura 35
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Dibuixos esquematics mostrant la localitzacio anatomica dels diferents tipus d’ explants utilitzats i les andisis que
s'han aplicat. A) Visi6 dorsal d'un embrio E12-E14 mostrant la localitzacio del llavi rombic a voltant del quart
ventricle (4v). La zona de color granat correspon a la regio superior o trigon germinal (URL) i la zona de color
groc correspon alaregié inferior (IRL). B) Seccio sagital d’ un cerebel postnatal mostrant les capes utilitzades en
es explants d EGL. C) Esquema il-lustrant el métode utilitzat per la quantificacié del creixement neuritic i la
migracié neuronal. Per cada explant, I’ area ocupada respectivament pels processos neuritics i pels cossos cel -lulars
es mesura en els quadrants (contor nejat amb negre) proximal i distal dels agregats cel-lulars.
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Histogrames il -lustrant I’ area dels processos neuritics i els cossos cel-lulars en el's quadrants proximal i distal dels
explants de llavi rombic de E12 i E14 co-cultivats amb cél-lules EBNA-293 control o amb cel-lules secretores de

Netrina-1 durant 48h. Les dades representen lamitja+ SEM; **p=0.01, test LSD.
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Figura 37

La Netrina-1 és un quimioatraient per les neuritesi les cel-lules originades en els explants de IRL de E14. Aquests
es co-cultivaren 48h amb agregats de cél-lules EBNA-293 control (A,C,E) o amb cél-lules transfectades amb el
vector d'expressio netrina-1-c-myc (B,D,F). Les imatges de microscopi confocal a nivell del pla mig dels explants
mostren els processos neuronals immunotenyits amb anticossos anti-B-tubulina 111, en verd, i els nuclis cel-lulars
tenyits amb bromur d'etidi, en vermell. (C,E) i (D,F) son respectivament ampliacions de |les zones emmarcades a A
i B i il-lustren la curta distancia i I’orientacié aleatoria de les neurones en migracié enfrontades a les cdl-lules
control (E) i lesllargues cadenes de cél-lules en migracio que s orienten cap alafont de Netrina-1 (F). ¢, agregat de
cél-lules contral; n, agregat de cél lules secretores de netrina-1. Barres d’ escala, 200pm (A,B) i 40um (C-F).
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Figura 38

Les cél-lules i neurites atretes per la Netrinal a
E14 s6n immunoreactives per TAG-1. A-D)
Explants de IRL de E14 co-cultivats durant 48h
amb agregats de cél -lules EBNA-293 control (A,C)
0 amb cél-lules secretores de Netrina-1 (B,D). A,B)
Explants tenyits amb bisbenzimida que il-lustren la
distribucié de les cé-lules en migracio i €
destacable efecte de la Netrina-1 en la migracio
neuronal. C,D) Explants similars immunoreactius
per anticossos contra TAG-1 mostren que, en
abséncia de Netrina-1, sOn escasses les neuritesi els
cossos cel-lular que, organitzats d'una manera
simétrica, abandonin els explants; mentre que son
molt més nombrosos en els cas que es co-cultivin
amb céllules secretores de Netrinal i ahora
s orienten cap a la font de Netrina-1. En comparar
C i D sobserva que la Netrina-1 regula a I'dta la
immunoreactivitat per TAG-1. E-H) Explants de
IRL de E14 cultivats durant 72h tant en medi
condicionat per cél-lules EBNA-293 control (E,G)
o per cel-lules transfectades amb € vector netrina-
1-ccmyc (F,H) i immunotenyits amb anticossos
contra TAG-1. En presencia de Netrina-1, la
immunoreactivitat per TAG-1 augmenta i les
cél-lules migren de I'explant formant llargues
cadenes cd-lulars. (G,H) son ampliacions de les
zones emmarcades aE i F, il -lustrant les cadenes de
cél-lules en migracié. c, control; n, netrina1.
Barres d’ escala: 200um (A-F) i 75um (G-H).

Figura 39
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Efectes de la Netrina-1 sobre els progenitors
de les cellules granulars i sobre cél-lules
granulars neonatals. A-D) Es cultivaren
explants de uRL de E14 (A,B) i EGL de PO
(C,D) durant 36-72h amb cél-lules EBNA-
293 control (A,C) o cél-lules transfectades
amb €l vector netrina-1-c-myc (B,D) i foren
immunotenyides amb anticossos anti-f-
tubulina lll. Noteu que la Netrina-1 exerceix
un efecte inhibidor sobre e creimexent
neuritic en els explants de EGL de PO (D).
E,F) Es cultivaren explants de EGL de P5
durant 24h amb medi condicionat per
cél-lules EBNA-293 (E) o amb cél-lules
transfectades amb el vector netrina-1-c-myc
F) i foren immunotenyides amb anticossos
anti-p-tubulina 111. Noteu que les fibres
immunoreactives disminueixen en presencia
de Netrina-1. El perimetre dels agregats de
cél-lules control (c) i secretores de Netrina-1
(n) esta contorngjat amb punts negres i €
perimetre dels explants de uRL i EGL esta
contorngjat amb punts blancs. Barres
d’escala: 200pum.
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Figura 40
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Histogrames il-lustrant I’ area de creixement neuritic en els quadrants distal i proximal del uRL de E14 i dela EGL
postnatal cultivats durant 48-72h amb cél-lules EBNA-293 control o amb cél-lules transfectades amb el vector
netrina-1-c-myc. Les dades estan representades com amitja+ SEM; *p=0.05; **p=0.01, test LSD.

Figura4l

La Netrina-1 repel € creixement neuritic dels explants de EGL de ratolins postnatals. Es cultivaren explants de
EGL de P2 (AB), P4 (CD) i P6 (E) durant 48h amb cel-lules EBNA-293 control (A,C) o amb cdl-lules
transfectades amb el vector netrina-1-c-myc (B,D,E) i s immunotenyiren amb anticossos contra anti-f-tubulina I
(A-D) 0 TAG-1 (E). Noteu la forta repulsié exercida per la Netrina-1 a B,D. E) Fotomicrografia mostrant cél-lules
granulars TAG-1-positives (fletxes) migrant a llarg de fibres en e quadrant distal a la font de Netrina-1. Els
perimetres d’ agregats de cél -lules control (c) i de cél-lules secretores de Netrina-1 (n) estan contorngjats amb punts
blancs. Barres d’ escala: 250um (A-D), 25um (E).
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Figura42

Patré d’ expressié embrionari del mRNA de netrina-1 i dels seus receptors en el tronc encefalic inferior i €l pons. A-
F) Seccions coronals del tronc encefalic mostrant €l IRL i I’ origen de la via migratoria pontomedul -lar a E14. A) El
MRNA de netrina-1 (NET-1) es troba fortament expressat a la floor plate i ala zona ventricular de la placa basal.
B) EIl mRNA de la neogenina (NEOG) s expressa a la zona ventricular de la placa basal incloent la IRL. C) El
MRNA de dcc (DCC) i D) la proteina (DCC-P) es troben expressats a les neurones pontines postmitotiques
primerenques de la zona subventricular de la IRL i més intensament a les cél-lules que migren al llarg de la via
migratoria pontomedul -lar. E) El mRNA de unc5h2 (UNC5H?2) esta expressat ala zona ventricular de la placa alar
incloent laIRL. Noteu que €ls nivells més elevats d’ expressi6 es troben adjacents al’ area d’ expressié de netrina-1 i
també I'expressié puntejada de uncbh2 delimitant la via migratoria pontomedul-lar. F) EI mRNA de unc5h3
(UNC5H3) no s expressa a aquesta edat. G-1) Seccions coronals a nivell del pons a E14 (G,H) i E17 (1). G) La
netrina-1 esta expressada prominentment a les cél-lules de la linia mitja. H) La proteina DCC esta present ala via
migratoria pontomedul lar a nivell del pons. 1) A E17, uncbh2 s expressa a les neurones pontines. AP, placa aar;
BP, placabasal; FP, floor plate; IRL, llavi rombic inferior; MFN, nucli facial motor; PN, nuclis pontins; PM S, via
migratoria pontomedul -lar; SL, sulcus limitans; SVZ, zona subventricular; VL, nucli del lemnisc ventral; VZ, zona
ventricular; 1V, quart ventricle. Barres d’ escala: 250um.
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Figura 43

Expressio de la netrina-1 i dels seus receptors a primordi del cerebel a E14. A) EIl mRNA de netrina-1 (NET-1)
esta gairebé absent del primordi del cerebel. B) EIl mRNA de neogenina (NEOG) es troba fortament expressat ala
VZ en forma de gradient medio-lateral i també ala EGL i en es nuclis profunds del cerebel. C) El mRNA de dcc
(DCC) i D) laproteina (DCC-P), igua que la neogenina, estan localitzatsalaVZ i ala EGL. Noteu que diversos
tractes de fibres, probablement aferents cerebel-larsi e nervi troclear (fletxa), sdn extremadament immunoreactius
pel DCC. DN, nucis profunds; EGL, lamina germinal externa; IRL, llavi rombic inferior; VZ, zona ventricular;
uRL, llavi rombic superior; |V, quart ventricle. Barres d’ escala: 250um.

Figura44

Expressié de netrina-1 i dels
seus receptors en el cerebel
a P5. A) El mRNA de
netrinal (NET-1) esta
expressat a la EGL i a les
interneurones de la capa
molecular. B) El mRNA de
neogenina (NEOG) esta
exclusivament expressat a
les cél-lules granulars de la
EGL i lalGL. C) El mRNA
de dcc (DCC) i D) la
proteina (DCC-P) estan
expressats a dels cdl-lules
premigratories de la EGL i
de la substancia blanca. Les
fletxes a D indiquen les
fibres paral-leles. E) unc5h2
i F) unc5h3 es troben
expressats a les cél-lules
granulars tant de la EGL
com de la IGL. EGL,
[amina germina externa;
IGL, lamina granular
interna; ML, capa
molecular; PL, capa de
cél-lules de Purkinje; WM,
substancia blanca. Barres
d'escaa 250um (A-C, E-
F), 50um (D).
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1. LA REELINA EN EL DESENVOLUPAMENT CEREBRAL

Els factors que guien el desenvolupament del neocértex encara segueixen essent un
misteri, tot i la intensa investigacio que se'ls ha dedicant durant décades. Recentment, com en
moltes arees de la recerca biomedica, s han realitzat molts progressos en el descobriment dels
gens necessaris per a executar €l programa sencer de la corticogénesi. Sens dubte, e més ben
estudiat d aquests gens és aguell que la seva mutacié genera e mutant neurologic de ratoli
reeler. Un dels motius d’' aguest elevat interés en aquest mutant ataxic és que el fenotip reeler
posa en evidencia la major part dels esdeveniments més importants que es duen a terme en €l
desenvolupament cortical normal. Tot i clara desorganitzacié que presenten les zones laminades
del cervell del ratoli redler (Cavinessi Sidman, 1973; Mariani et al., 1977; Goffinet, 1980,1992;
Derer, 1985; Rakic and Caviness, 1995), la publicacié de dos estudis que emfatitzen la falta de
correlacio entre els llocs d'expresié de reelina i e fenotip reeler (Ikeda and Terashima, 1997;
Schiffmann et a., 1997), ens ha donat peu a estudiar exhaustivament el patré d’ expressio de la
redina des d'estadis molt primerencs del desenvolupament i aixi aprofundir en aguestes
aparents incoherencies. D’ entrada hem trobat I’ expressio reelina associada freguentment amb
feixos d'axons en desenvolupament, troballa que ens podria estar indicant que la Reelina
desenvolupa un paper en € creixement 0 guia axonal, tal i com ha estat proposat per altres
proteines de matriu extracel-lular (Dorries et al., 1996; Gotz et al., 1996, 1997; Faissner et al.,
1997) i aix0 concordaria amb estudis que s han redlitzat en para-lel en el nostre laboratori on es
mostra que la Reelina influencia e creixement i la destinacio dels aferents hipocampics,
implicant-la directament en la guia axonal (Del Rio et a., 1997; Borrell et al., 1999). Alhora,
investigacions recents en animals adults han posat de manifest lainesperada expressio de redlina
en cd-lules GABAérgiques del cortex cerebral adult (Pesold et al., 1998), fet que ens ha
impulsat a intentar caracteritzar el tipus d'interneurones que podrien estar expressant reelina

amb laintencio d’ esbrinar lafuncio d’ aguesta proteinaen I’ adult.

1.1. EXPRESSIO PRIMERENCA DEL mRNA DE REELINA | LA
REGIONALITZACIO DEL PROSENCEFAL

L’ analisi del patré d expressio de reelina en estadis embrionaris primerencs ens ha portat
a concloure gue els dominis d'expressio de reelina en el diencefa coincideixen amb tres dels
[imits neuromérics proposats en e model prosomeric de la regionaitzacié del cervell anterior
(Puelles and Rubenstein, 1993). L'inici de I'expressié de reelina en aquests limits (observadajaa

E10) concideix amb I'etapa de formacio de I'esbog del patrd de regionalitzacié neuronal i també
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de les primeres connexions neurals en €l diencéfal, fet que podria estar suggerint la intervencio
de la Redlina en aquests processos.

En diversos estudis sha suggerit que €els limits neuromeérics proporcionen, en darrer
terme, lainformacid posicional necessaria per alamigracio de les neurones i per ala navegacio
dels seus axons, actuant com a barreres 0 com a regions de creixement preferencial (Wilson et
al., 1993; Chedotal et al., 1995; Mastick and Easter, 1996; Kitamura et al., 1997; Mastick et al.,
1997). De fet un dels gens que forma part del grup de gens reguladors del desenvolupament
primerenc del CNS, pax6, regula I'expressié de molécules d'adhesid especifiques i proteines
extracellulars com L1 i R-cadherina (Chalepakis et al., 1994; Stoykova et a., 1997) i, més
recentment, també sha vist que controla I'expressié del receptor quimiorepulsiu de la Netrina-1,
Unc5h3 (Engelkamp et al., 1999). Aixi, tot i I'aparent manca d'unes anomalies morfol ogiques
pronunciades en el diencefa del ratoli reeler adult (Caviness et al., 1988), farien falta més
analisis d'embrions mutants per tal de determinar la contribuci6 de la Reelina alaregionalitzacio
primerenca del cervell, donada la funcié d'aquesta proteina en el creixement axona (veure €
punt 1.4. d’aguesta Discussi®). Precisament, s ha trobat que es requereix la cooperacio de la
Semaforina3F i de la Netrina-l per a la correcta extrensio de fibres que surten del nucli
habenular i creuen pel limit neuromeéric p1-p2 del diencefa (Funato et a., 2000). Mentre que €l
senyal quimiorepulsiu de la Semaforina 3F apareix en el neuromer pl, € senyal quimioatractiu
de la Netrina-1 es troba a la part ventral del diencefal caudal de manera que ambdues proteines
fan possible I'extensid d'axons des de I’habénula a llarg del limit neuromeéric pl-p2, que,
recordem, expressa Reelina. Basant-nos en aquests fets, es podria hipotetitzar, fins i tot, una

possible cooperacio entre les tres proteines per a una correcta extensio axonal d’ aquest nucli.

1.2. EXPRESSIO DEL mRNA DE REELINA EN LES CEL-LULES DE CAJAL-
RETZIUS

Les nostres dades de colocalitzacié mostren que, en estadis prenatals, I'expressio de la
reelinaalacapal quedarestringida ales cel-lules de CR. Des de P5 en endavant, I'expressié de
reelina en aguesta capa disminueix en les cél -lules caretinina-positives, mentre que augmenta en
neurones positives per GADG65/67. Existeixen almenys dues explicacions possibles per aquestes
troballes: o bé les cél-lules de CR desapareixen per mort cel-lular en comencar |'expressio de
reelina a les neurones positives per GAD65/67, 0 bé les cel-lules de CR perden I'expressio de
caretinina i adopten un nou fenotip GABAergic. Donant suport a la primera opcio, I'edat de
perdua de reelina de les cél-lules de CR (P5-P15) coincideix amb el periode de mort cel-lular
d'aguestes (Derer and Derer. 1992; Del Rio et al., 1995, 1996). A més, S les neurones
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GABAeérgiques de la capa | adultafossin cel-lules de CR transformades, haurien d'haver nascut
en edats primerenques de la corticogenesi (E10-E11 en €l ratoli), ja que les cél-lules CR son de
les primeres cél -lules corticals que esdevénen postmitotiques (Derer and Derer. 1992; Del Rio et
al., 1995). En canvi, les neurones GABAérgiques de la capa | es van generant uniformement
durant tot el periode de neurogenesi (E11-E17 en ratoli) (Fairén et a., 1986). Per tant, aquestes
dades recolzen la hipotesi que la majoria de les cél -lules CR redlina-positives desapareixen per
mort cel-lular i que sOn les interneurones GABAergiques les que expressen reelina
postnatal ment.

Un procés similar de desaparicio, tot i que menys drastic, podria succeir en les cél-lules
CR de I'hipocamp. En aquesta zona, en estadis postnatals tardans (P15-P21) encara s observen
de manera prominent cél-lules reelina-positives en € stratum lacunosum-moleculare, les quals
disminueixen en nombre a I'hipocamp adult. Un tipus de pérdua tan tardana d'expressio de
reelina concorda amb estudis quantitatius previs els quals, utilitzant marcatge amb BrdU i
immunotincié per calretinina, indicaren que les cél-lules de CR hipocampiques desapareixien
entre els estadis P15 i adult (Del Rio et al., 1996; Supér et a., 1998b). Alhora, la persisténcia
d'un nombre tan relativament elevat de neurones calretinina-positives que expressen reelina en
el stratum lacunosum-moleculare adult concorda amb les dades quantitatives que mostren que
més d'un 30% de cel-lules CR hipocampiques podrien sobreviure en |'hipocamp adult (Supér et
al., 1998b). Donat que les cél-lules de CR expressen receptors per neurotrofines i semblen
respondre a BDNF (Marty et al., 1996; Brunstrom et al., 1997), lareduidai retardada pérdua de
cél-lules de CR a I'hipocamp podria estar relacionada amb I'elevada expressié de factors
neurotrofics observada en aquesta regio o amb certes peculiaritats del seu desenvolupament,

com arala perllongada neurogénesi postnatal de cél-lules granulars (Bayer et al., 1980).

1.3. LA REELINA | LA MIGRACIO NEURONAL EN EL CORTEX CEREBRAL

El fet que la Reelina estigui expressada en la majoria de les regions laminades del cervell
anterior es correspon amb la nocié que la Reelina és essencia per a la migracio neurona
ordenada i la seva posterior organitzacio en capes (D'Arcangelo et al., 1995; Ogawa €t al.,
1995). El present estudi mostra que a E11-E18, la reelina esta expressada exclusivament a les
cel-lules de CR de la capa I, mentre que a estadis més tardans apareix també una expressio
important a les capes corticals intermédies, especialment les capesV i VI. El periode d'expressio
de redlina en aguestes capes (d'E18 en endavant) concideix amb € de migracié neuronal de les
capes IV i 1I-111 (Angevine and Sidman, 1961; Caviness, 1982; Fairén et a., 1986; Bayer and
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Altman, 1991), fet que indicaria que aquest segon lloc de produccio de Reelina podria estar
contribuint també ala generacio del fenotip reeler.

Les cél-lules de CR shan implicat en laregulacié del fenotip de laglia radial (Soriano et
al., 1997; Supér et a., 2000), no obstant, la Reelina no és un factor essencial per a aquesta
regulacio (Pinto-Lord et a., 1982; Hunter and Hatten, 1995; Hunter-Schaedle, 1997; Soriano et
al., 1997). Les deficiencies de migracié observades en el cortex cerebral reeler son bastant
diferents d'altres anomalies cerebrals com la lissencefalia com ja hem esmentat en la Introduccio
(Reiner et a., 1995; Eckdoglu et al., 1996; des Portes et al., 1998; Gleeson et al., 1998). De fet,
en e ratoli reeler, les neurones migradores semblen migrar amb exit a través de la 1Z abans
darribar ala CP (Goffinet, 1979; Caviness, 1982; Pinto-Lord et al., 1982; Rakic and Caviness,
1995) de manera que la sortida de les neurones migradores de laVZ i la seva migracio inicial a
través de lalZ semblen, en gran mesura, independents de I’ accio de la Redlina.

Sha suggerit que la Reelina podria proporcionar una senyal darrest durant el
desenvolupament, evitant que les cél-lules neocorticals assoleixin la superficie pial (Ogawa et
al., 1995; Frotscher, 1997). Aquest atur, perd, no significa ssmplement € final de la migracio,
sind que comporta I’aliberament neuronal de la glia radial (Anton et al., 1996) seguit del
creixement dels processos neuronals, primer del creixement axonal i després de la dendrita
apical. Tenint en consideracio aquest fet, sembla que finsi tot el creixement de la dendrita cap a
la zona marginal també es veuria aturat per la Reelina i acabaria conduint a una reorientacio
horitzontal de la ramificacié dendritica. La Reelina, doncs, no només estaria actuant de senyal
d atur per ala migraci6, sind també com a inhibidor del creixement dendritic i promotor de la
diferenciacié neuronal postmigratoria. A mida que el desenvolupament cortical aniria avancant,
el gruix del cortex augmentaria, degut a creixement dendritic i al’ arribada de fibres aferents, i
la zona superficial portadora de Reelina s’ allunyaria de la superficie ventricular de manera que
les neurones generades amb posterioritat podrien migrar cap a zones més superficials, abans de
ser aturades per la Reelina (Frotscher, 1997). S aquesta hipotesi fos real, les neurones
primerengues generades en el mutant reeler podrien envair la superficie pia, on Sanirien
reunint i diferenciant, i les neurones generades amb posterioritat només es podrien situar per
sota de les primeres, conduint aixi a la laminacié inversa tipica del cortex reeler. Amb tot,
I'expressié de Reelina a les capes intermedies sembla no quadrar amb que la Reelina jugui
aquest paper, almenys per ales neurones migradores. Donant suport a aquesta idea, ha aparegut
un estudi in vitro molt recent en el qual, mitjancant I'analisi de la migracié neurona en seccions
de cortex embrionari en cultiu, sha constatat que la Reelina expressada a la zona marginal no

impedeix la sortida dels precursors neuronals i de la glia fora dels limits del teixit original, és
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mes, aquests precursors estableixen un nou teixit organitzat extern a neocdrtex (Hedin-Pereira
et al., 2001). Sha de matitzar, no obstant, que els experiments shan realitzat en etapes de
neurogenesi tardana del hamster i, per tant, aquests resultats no exclouen la possibilitat que la
Reelina funcioni de senyal d'arrest exclusivament durant |’ etapa primerenca de formacio de la
placa cortical.

D’atra banda, € nostre grup ha demostrat préviament que, en experiments en cultiu, les
cel-lules de CR exerceixen una influéncia quimioatractiva sobre les cel-lules granulars
cerebel -lars migradores (Soriano et al., 1997). Donat gue totes les neurones corticals migradores
es dirigeixen cap alacapal, les cél-lules de CR que secreten Reelina es troben estratégicament
situades per a exercir aquesta influencia direccional. Encara que la Reelina és probablement
massa gran per a difondre llargues distancies, €l seu processament proteolitic demostrat
recentment (de Rouvroit et al., 1999) podria proporcionar peptids solubles actius de mides més
petites. Sl aquest fos el cas, |'expressio de reelina ales capes corticals intermédies des de E18 en
endavant podria contribuir eficientment a la generacio d'un gradient de Reelina, especialment
rellevant a mida que la corticogenesi avanca i el cortex augmenta de gruix (D'Arcangelo and
Curran, 1998).

En un treball publicat molt recentment es descriuen dos tipus de migracio observats en
les neurones postmitotiques que aniran a poblar les diferents capes del cortex (Nadargjah et al.,
2001). En aquest, es postula que en etapes primerengues de la formacio cortical, les neurones
migrarien Unicament mitjancant un mecanisme de translocacié somal pel qual no necessitarien
del suport delagliaradial. Ja en etapes més avancades del desenvolupament, lagliaradia s que
passaria a ser imprescindible per a un altre mecanisme de migracid, la locomocio, que seria
utilitzada per les neurones en migracio fins arribar a una determinada regié del cortex on
sdliberarien delagliai passarien a moure's mitjancant la translocacio per arribar ala seva capa
corresponent. En aquest context, si 1a Reelina f6s un senyal necessari per a una translocacio
somal satisfactoria i no pas un senyal darrest, aquesta seria requerida per al mecanisme de
translocacio somal que té lloc en etapes primerenques i per ala que succeeix alalocomocio en
etapes més tardanes del desenvolupament cortical. Entrant en detall en € mecanisme de
translocacio, el soma és precedit per un leading process que resta adherit ala MZ, de manera
gue el soma es va movent en direccidé ala MZ i e leading process va esdevenint més curt i
gruixut fins a desapareixer en e moment que la neurona ha arribat a seva capa. La rapida
conversio que experimenten les cél lules migradores quan €l leading process arribaalaMZ, en
els casos en qué les neurones estaven migrant per locomocio, fa pensar en l'existéncia d'un

senya ala MZ que induiria a la desconnexio de la glia radia i la translocacié. Una possible

135



DISCUSSIO

explicacié a fet que la Reelina aparegui en capes intermedies durant el desenvolupament
cortical seria que, en aguesta zona, la Reelina donaria € senyal d'alliberament de la glia radial
per ainduir e mecanisme de transocacid. Relacionat també amb aguesta hipotesi, la foliacio
relativament normal en les capes corticals inicials (MZ, SP i capa V1) observada en els mutants
Cdk5/p35 podria ocorrer degut a qué lalocomocio, i no latranslocacio, fos un procés depenent
de Cdk5/p35 (Nadargjah et al., 2001). Les neurones generades meés tardanament se situarien en
localitzacions anomales degut o0 bé a les interaccions aberrants entre Cdk5/p35 i € citoesquel et
(Dulabon et al., 2000; Pinto-Lord et al., 1982) que conduirien a una locomocié anormal o bé
perque la ruta de locomocié estaria obstruida degut a interaccions cel-lula-cél-lula anormals
(Kwon et al., 2000).

Donat I’elevat pes molecular i la multitud de dominis que conté la Reelina, és raonable
de proposar que aquesta proteina participi en processos multiplesi variats utilitzant, en cada cas,
receptors diferents i, fins i tot, simultaniament. Tampoc es pot descartar la possibilitat que
aquesta molécula actui indirectament en xarxes perineuronals, com a aglutinant o presentador
d altres senyals extracel-lulars necessaries per a la migracié, i més encara després del
descobriment recent que les molécules de Redlina s'uneixen entre elles per a formar un gran
complex proteic, laformacio del qual ésinhibida per I’ anticos CR-50 evitant aixi la fosforilacié
de Dabl (Utsunomiya-Tate et al., 2000). Alhora, les dades recents que demostren que la Reelina
sofreix una proteolis parcial una vegada és secretada per les cdl-lules, donant Iloc a fragments
N-terminals de 250kDa i 180kDa tant in vitro i in vivo (D’ Arcangelo et al., 1999; Lambert de
Rouvroit., 1999) encara obren més possibilitats per a les diferents funcions que s atribueixen a
aquesta proteina. Finsi tot, com succeeix en €l cas de la proteina Slit-2, els fragments generats
podrien posseir funcions clarament contraposades fins al punt, com és el cas de Slit-2, que un
dels dos fragments podria arribar a bloquejar |’ activitat de |’ altre (Brose and Tessier-Lavigne,
2000; Nguyen Ba-Charvet et al., comunicacio personal). Estudis funcionals amb Reelina, encara
no publicats (V. Borrell, L. Pujadas, JA. del Rio, E. Soriano), que s han redlitzat molt

recentment en el nostre laboratori, semblen apuntar en aguesta direccio.

14. ALTRES POSSIBLES FUNCIONS DE LA REELINA EN EL
DESENVOLUPAMENT NEURAL: CREIXEMENT AXONAL

D'acord amb I'estudi publicat per Schiffmann et al. (1997), existeix una fata de
correlacio entre algunes regions cerebrals que expressen reelina i les anomalies morfol 6giques
descrites en els ratolins reeler. Per exemple, I'expressio de reelina és prominent a l'estriat, €l

septum i I'hipotalem, regions en les quals estudis previs han fracassat alhora de trobar
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alteracions citoarquitectoniques en e mutant de ratoli reeler (Caviness et al., 1988). Una
explicacié podria ser que les ateracions d'organitzacio cel-lular en aquestes zones fossin massa
subtils per a ser detectables. L'adltra possibilitat seria que, en aquestes arees, la Redlina exercis
unes altres funcions diferents de les relacionades amb lamigraci6 cel -lular.

En aquest treball mostrem que, tant en els periodes embrionaris com en els estadis
postnatals primerencs, |'expressio de reelina es troba freqlientment associada a feixos d'axons en
desenvolupament. Per exemple, hem detectat expressio en el limit talem dorsal/talem ventral
(zona limitans intratalamica), que donara lloc a la lamina medul-lar externa i e tracte
mamil-lotalamic, i en el limit diencefal/mesencefal, que conté les neurones que promouran la
formacio de la comissura posterior (Mastick and Easter, 1996; Kitamura et al., 1997). D'una
manera semblant, en el telencéfal, els transcrits de reelina estan presents a les cél lules situades
en les rutes en desenvolupament relacionades amb I'olfacte, que inclouen € tracte olfactori
lateral, la taenia tecta, € nucli basal de I'estriaterminal i el fascicle longitudinal medial i també
en |'area entopeduncular que forma la capsula interna. Per tant, els patrons d'expressio descrits
en el present estudi estan d'acord amb que la Reelina desenvolupi un paper en el creixement o
guia axonal, tal i com ha estat proposat per altres proteines de matriu extracel -lular (Dorries et
al., 1996; Gotz et al., 1996, 1997; Faissner et al., 1997). Pel que fa a creixement i guia axonal,
recentment el nostre grup ha demostrat que la Reelina modula el desenvolupament d'algunes
connexions hipocampiques (Del Rio et al., 1997; Borrell et al., 1999). Donat que aquestes es
formen en els ratolins reeler, la Reelina sembla no ser essencial per a seu creixement, tot i que
si que regula laramificacio i extensio axonalsi la sinaptogenesi. El que s que s ha observat és
gue les cél-lules de CR hipocampiques son un factor clau en la quimioatraccio dels aferents
entorrinals cap al’ hipocamp; no obstant, el procés no és dependent de Reelina de manera que la
cél-lules de CR han d'estar secretant algun factor difusible diferent de la Reelina capa¢ de
provocar aguesta quimioatraccio. Aixi, en I'establiment de les connexions entorrino-
hipocampiques, el paper de la Reelina se centraria en laterminacié capa-especifica dels aferents
entorrinals, funcionant com a senyal de posicio, indicant als axons que han arribat al seu desti i
inhibint el seu creixement a partir d aquell punt (Borrell et al., 1999). Un analisi detallat realitzat
pel nostre grup del ratoli mutant reeler, tant a nivell de microscopia Optica com electronica, ha
permes veure gque la Reelina és important per a |’ establiment de contactes sindptics (Del Rio et
al., 1996, 1997; Super et a., 1998b). En aquest sentit, diversos estudis recents realitzats amb
animals adults mostren que, tant a les cél-lules granulars del cerebel com a les interneurones
corticals, la Redlina és transportada des del soma cel-lular cap als terminas axonals, on és

secretada al medi extracel -lular. Tot i que aquesta secrecié no es produeix mitjancant vesicules
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singptiques, la Reelina s que passa a acumular-se a les proximitats de les densitats post-
sinaptiques de les espines dendritiques, les quals pertanyen probablement a cél-lules que
expressen mDabl (Impagnatiello et al., 1998; Pesold et al., 1998, 1999; Rodriguez et al., 2000).
Un d'aquests treballs també demostra, mitjancant microscopia electronica, que la Redlina és
internalitzada en aquestes espines dendritiques, i que alla colocalitza amb la subunitat o3 de la
integrina. Aquests autors proposen que la Reelina és secretada pels terminals axonics i és
reconeguda i internalitzada per les integrines localitzades a les espines dendritiques.
Seguidament, s activa la fosforilacié de Dabl que modula I'expressié de proteines del
citoesquelet, que en darrer terme controlen la plasticitat sinaptica (Rodriguez et al., 2000).
Encara més, en un estudi en vies de publicacio redlitzat en col-laboracié amb el nostre grup
(Rice et a., 2001) es demostra que les proteines Reelina i Dabl son importants per a la

organitzacié i funcio fisiologica dels circuits sindptics de les cél -lules basto de laretina.

1.5. L'EXPRESSIO DE REELINA EN NEURONES GABAERGIQUES DEL CORTEX
CEREBRAL ADULT

Unatroballarellevant d'aquest estudi ha estat €l fet que I'expressio de reelina continui en
el cervell anterior adult, suggerint la participacio de la Reelina en altres funcions a part del
desenvolupament neural. A I'hipocamp, |'expressio de reelina es restringeix a una subpoblacio
de neurones GABAérgiques de circuit local, coincidint amb I’ estudi de Pesold et al. (1998). Les
interneurones GABA érgiques corticals estan subdividides en un gran nombre de diferents tipus
cel-lulars (de Felipe et al., 1993; Freund and Buzzaki, 1996; Cauli et al., 1997). En € nostre
treball hem observat una manca de colocalitzacié de reelina i parvalbimina que ens indica que
la reelina no esta expressada en cél-lules basquet ni cél-lules canelobre. Contrariament, un
percentatge significatiu, tot i que variable, dinterneurones immunoreactives per calbindina,
calretinina i els neuropeptids NPY | somatostatina expressen reglina. Aquestes interneurones
constitueixen una poblacio bastant heterogenia, tot i que se sap que la mgjoria d'elles formen
contactes sinaptics inhibidors en els dominis dendritics de les neurones principals i, per tant, es
Creu que exerceixen un paper modulador en aquestes darreres.

Referent ales funcions de la Reelina en el cortex cerebral adult, només en podem emetre
hipotesis especulatives. Algunes de les propietats de la Reelina esmentades amb anterioritat
podrien ser valides també com afunci6 de laRedlinaen I’ edat adulta. Aixi, en un estudi realitzat
per Celio i Blumcke (1994) sha observat que els cossos cel-lulars de determinades
interneurones corticals estan recoberts d'una rica matriu extracel-lular que podria servir per

ancorar molecules solubles com factors trofics. Es interessant d'esmentar que alguns factors
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neurotrofics, com el NGF (factor neurotrofic neural) i e NT-3 (neurotrofina-3) es troben
preferencialment expressats en interneurones GABAeérgiques en el cortex cerebral adult, i que
subpoblacions d'aquestes neurones també expressen receptors per TrkB i TrkC (Marty et d.,
1996; Rocamora et a., 1996). A més, cada vegada sembla més clar que la maquinaria
bioquimica responsable de la plasticitat singptica en interneurones GABAeérgiques €s
substancialment diferent a la de les cél-lules piramidals (Maccaferri et al., 1998; Sk et al.,
1998).

Aixi mateix, altres treballs que demostren I’ existéncia de Reelina en terminals axonics i
espines dendritiques de les interneurones corticals d’animals adults indiquen que la Reelina
també podria estar participant en la formacio i/o estabilitzacié de sinapsis o en plasticitat
sinaptica de les neurones GABAérgiques (Pesold et al., 1998, 1999; Rodriguez et al., 2000).

1.6. EXPRESSIO PERMANENT DEL mRNA DE REELINA EN EL BULB OLFACTORI

Una altra regio dimportant expressio de reelina en I'adult és el bulb olfactori, € qual
presenta senyal d'hibridacio en les neurones mitrals i en algunes neurones periglomerulars. Se
sap que les neurones olfactives es generen durant €l periode postnatal i al llarg de totala vida de
['animal. Recordem que els progenitors destinats a bulb olfactori estan situats a la SVZ
telencefalica caudal, de manera que les neurones migradores es mouen cap al bulb olfactori al
llarg de la RMS (Luskin, 1993; Lois and Alvarez-Buylla, 1994; Jankovski and Sotelo, 1996;
Wichterle et a., 1997). La manca d'expressid de redlina en aguesta ruta suggereix gque aguesta
migracio €és independent de Reelina, i aix0 concordaria amb estudis que han demostrat la
presencia de cél-lules granulars i neurones periglomerulars en €l bulb olfactori de ratolins reeler
(Caviness and Sidman, 1972). Amb tot, algunes d'aquestes neurones semblen erroniament
situades en aguests mutants, suggerint que, en la darrera fase de la migracié radial de les
neurones destinades al bulb olfactori adult, la Reelina que S expressa en aguesta zona estaria
actuant localment.

El bulb olfactori adult també és un lloc d'elevat creixement singptic i remodelacié degut
al recanvi cdl-lular neuroepitelial i alareinnervacié inherent als glomeéruls. Per tant, és possible
gue la Reelina produida per les neurones periglomerulars jugui un paper en el creixement axonal
adult, sinaptogenesi i plasticitat.

A tall de resum, hem mostrat uns complexos patrons regionalsi cel-lulars d'expressio de
reelina en e cervell anterior de ratoli, que concorden amb que la Reelina exerceixi diferents
papers en el desenvolupament neural. Addicionalment, la troballa que la reelina esta expressada

en una subpoblacié de neurones GABAergiques de circuit local en e cortex cerebral adult
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suggereix noves funcions per a la Reelina, que tot just comencen a ser esbrinades i que

contribuirien al funcionament normal i alaplasticitat neural del cervell adult.

2. L’HORMONA TIROIDEA EN LA MIGRACIO NEURONAL

Si lafunci6 de la Redlina en € desenvolupament del sistema nervids central encara no
esta prou establerta, encara menys ho estan els factors que regulen I'expressié d aquesta
proteina. Tret del BDNF que, com ja he esmentat a la Introduccid, regula a la baixa |’ expressio
de la redlina (Ringstedt et a., 1998), no s ha pogut descobrir cap meés factor que afecti els
nivells de Reelina. Degut als ben sabuts defectes de migracié neuronal que apareixen en casos
d hipotiroidisme, hem analitzat si els nivells tant de proteina com de transcrit de reelina es
veuen afectats en un model experimental d hipotiroidisme en rata i, aixi mateix, també hem
estudiat els nivells de la proteina adaptadora Dabl i del seu missatger. Els experiments realitzats
in vitro i in vivo on hem afegit hormona tiroidea en el medi de cultiu de seccions d’ hipocamp
d’animals hipotiroideus o directament I’ hem administrada a rates hipotiroidees, ens han acabat
de confirmar que I’hormona tiroidea és capagc de modificar €ls nivells de Reelina i del seu
missatger.

2.1. L'"HORMONA TIROIDEA REGULA ELSNIVELLSD'EXPRESSIO DE REELINA
En aguest estudi hem mostrat que I'hormona tiroidea, un agent conegut per |I’ampli
ventall d'accions reguladores que exerceix durant la maduracié del cervell (Legrand, 1984,
Dussault and Ruel, 1987; Porterfield and Hendrich, 1993), augmenta els nivells reelina, tant dels
transcrits com de la proteina. EI mecanisme exacte d'actuacié de T3, tant a nivell transcripcional
com posttranscripcional, sobre I'expressié de reelina encara esta per determinar. L’Unic que
podem suggerir és que la manca d'una correlacio estricta entre els canvis en els nivells de
MRNA i de proteina podria estar indicant que I'expressio de reelina esta regulada a diversos
nivells, potser per I'hnormona tiroidea. A més, com que I’ efecte de |I” hormona tiroidea presenta
moltes diferencies en funcid de la regié cerebral que s estudii, pensem que T3 podria estar
cooperant amb factors locals, o bé que la seva accié podria estar modulada per proteines
especifiques deregio o de cdl-lula. El fet que el BDNF reguli negativament I'expressio de reelina
en les cel-lules de CR del coértex cerebral (Ringstedt et al., 1998) també ens suggereix que
I’ efecte de I'normona tiroidea sobre I'expressié de redlina podria estar regulada a través del
control de I'expressié de BDNF, no obstant també podria succeir que I'efecte de I’ hormona fés

directe. Estudis previs han indicat que I'expressio de BDNF, mesurada per assatjos de proteccio
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de RNA, es veu disminuida des de P15 en endavant en €l cerebel de rates hipotiroidees (Neveu
and Arenas,1996) i, malgrat tot, els nivells en e coértex i I'hipocamp romanen constants
(Alvarez-Dolado et al., 1994). Per tant, I'augment de |'expressié de reelina en e cerebel a P5-
P15 podria ser secundari alamodulacié dels nivells de BDNF en aquesta regio.

Hem mostrat, també, que e nombre de cdl-lules Reelina-positives i la intensitat de
marcatge per cel-lula es veuen reduits en rates hipotiroidees. Amb tot, no podem assegurar que
el nombre de cél-lules de CR estigui afectat perque no es coneixen marcadors cel-lulars per ala
poblacio sencera de céllules de CR en € cortex de larata. Tot i que la calretinina sembla marcar
tota la poblacio de cél-lules CR en ratoli, en la rata, els anticossos contra diferents proteines
d'unié acalci, incloent la calretininai la calbindina, nomeés son capagos de marcar subpoblacions
de cel-lules de CR (Meyer et al., 1998). Quan es tractaren cultius de seccions d'hipocamp de
rates hipotiroidees nounates (que mostraven un nombre reduit de cél-lules Reelina-positives)
amb T3 in vitro, el nombre de cél-lules de CR Reelina-positives augmenta drasticament, tot
suggerint que I'hipotiroidisme no afecta el nombre de cél-lules de CR. Aquest fet indicaria que
les cel-lules estaven presents a PO, perd no mostraven nivells d'expressio detectables. Aixi, tot i
gue no podem descartar la possibilitat que la manca d'hormona tiroidea pugui afectar al nombre
de cd-lules de CR 0 a la seva viabilitat, aquestes dades semblen suggerir que € nombre de

cél-lules de CR no esta alterat en I'hipotiroidisme.

2.2. L'HORMONA TIROIDEA AFECTA DIRECTAMENT O INDIRECTA ELS
NIVELLSDE PROTEINA DAB1

Es interessant d'adonar-se que, contrariament al comportament de la Reelina, els nivells
de mRNA de dabl no es veuen afectats en I'hipotiroidisme. Amb tot, si que es modifiquen €els
nivells de proteina Dabl en les rates deficients en hormona tiroidea. Aquest efecte podria ser
causat per una acci6 directa de T3 sobre la traduccié del mMRNA de dabl o sobre I'estabilitat de
la proteina Dabl. Alternativament, els canvis en el contingut de proteina Dabl podrien ser una
consequencia indirecta de la reduccio de I'expressio de reelina per la manca d'hormona. De fet,
el mutant de ratoli reeler mostra nivells de mRNA de dabl normals, mentre que €ls nivells de
proteina Dabl es veuen augmentats (Rice et al., 1998).

La possibilitat que I'normona tiroidea controli iniciament els nivells de Dabl i, com a
consequéncia, safectin I'expressio del mRNA dereelinai de la seva proteina no es pot descartar,
tot i que no sembla gaire probable ja que I'expressié de Reelina no es veu aterada en mutants de
ratoli com scrambler i yotari (Yoneshimaet al., 1997; Rice et al., 1998) i I'expressio del mRNA

de dabl no varia en les rates hipotiroidees. Donat que tant la Reelina com Dabl son proteines de
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rellevant importancia per a la migracio neuronal, sembla congruent gque la profunda alteracio

dels seus nivells pugui ser la causa de les anomalies observades en el cervell hipotiroideu.

2.3. L’THORMONA TIROIDEA CONTROLA LA MIGRACIO NEURONAL A TRAVES
DE LA REGULACIO DELSNIVELLSDE REELINA

Diferents estudis han mostrat defectes de migracio en diverses regions del cervell
hipotiroideu com €l cerebel, el cortex, |"hipocamp, I’ estriat 0 €l bulb olfactori (Lauder, 1979;
Mariani et al., 1977; Legrand, 1984; Miyata et a., 1997; Berbel et a., 1993; Lucio et al., 1997,
Martinez-Galan et a., 1997; | Patel et al., 1976; Lu and Brown, 1977), els quals es poden
correlacionar amb la reduccié del contingut de Reelina durant el periode perinatal del cervell
hipotiroideu. Hem esmentat, no obstant que la migracié neuronal cerebral shavia considerat
tradicionalment no alterada en I'hipotiroidisme, possiblement pel fet que aguest proceés finaitza
majoritariament abans del naixement, i també pel presupdsit que el cervell fetal és insensible a
I'hormona tiroidea (Schwartz et al., 1997). L'expressio anormal de reelina en edats properes al
naixement és un argument en contra de la suposada resisténcia a I'hormona tiroidea del cervell
fetal i indica, clarament, que la reelina és una de les primeres dianes d'accié de I'hormona
tiroidea durant €l desenvolupament fetal tarda.

Aquest treball proporciona la primera demostracio que I'hormona tiroidea regula
I'expressié de reeling, un gen implicat en € control de la migracioé neuronal. Treballs anteriors a
aguest, han descrit canvis en I'expressio de gens implicats en I'adhesié cel-lular, com la
tenascina-C i lamolecula d'adhesié cel lular neural (NCAM), que podrien estar contribuint ales
alteracions de la migracié cdl-lular (Iglesias et al., 1996; Alvarez-Dolado et a., 1998) i, més
recentment, també s ha descrit que altres conegudes molécules d'adhesié, com la L1 i la
Laminina o el glicolipid CD15 (localitzat tant en neurones com en astrocits del cervell en
desenvolupament) també presenten nivells alterats en animals hipotiroideus (Farwell and
Dubord-Tomasetti, 1999; Sajdel-Sulkowska and Koibuchi, 2000; Alvarez-Dolado et al., 2000).
La complexitat dels processos responsables de la migracio cel-lular (els canvis dinamics en el
citoesquelet i en I'adhesié cal-lula-cel-lula o cdl-lula-matriu, € moviment actiu o la degradacio
de la matriu extracel-lular) suggereix l'existencia de mdltiples Ilocs de possible regulacio.
D'entre tots ells, i donat €l dramatic fenotip que causa la seva absencia, la Reelina sembla jugar
un paper de rellevant importancia. La troballa que I'hormona tiroidea influencia I'expressié de
reelina suggereix un mecanisme molecular que podria ser fonamental per a entendre les
alteracions que tenen lloc en €l cervell hipotiroideu durant el desenvolupament.
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Recordem també I’ existencia d’ altres mutants de ratoli, com els mancats dels gens cdk5
0 p35, que presenten deficiencies en la migracid que provoquen la desorganitzacié de la
laminacié cortical normal (Ohshimaet a., 1996; Chae et al., 1997; Kwon and Tsai, 1998). Tot i
que €l patr6 dateracions del cervell d'aquests ratolins suggereix que Cdk5/p35 i la Redina
probablement actuen a través de rutes de senyalitzacié diferents, com ja s'ha comencat a fer
pales en estudis molt recents on s apunta més aviat cap a una contribucio sinergistica entre
Cdk5/p35 i Reelina/Dabl (Ohshima et al., 2001), creiem que seria interessant d'analitzar si p35/

cdk5 es troben també sota el control de I'hormona tiroidea.

3.LANETRINA-1EN EL DESENVOLUPAMENT DEL CEREBEL |
NUCLISPRECEREBEL -LOSOS

D’una manera semblant a la Reelina, implicada tant en processos de migracié neuronal
com de guia axonal, ala Netrina-1 també se li han associat ambdues funcions. Diversos estudis
comencen a fer cada vegada més palés que els senyals que governen el creixement axonal també
poden estar implicats en guia axonal (Culotti and Kolodkin, 1996; Goodman 1996; Hu and
Rutishauser, 1996; Tessier-Lavigne and Goodman 1996). A diferencia de la Reelina, no obstant,
a la Netrina-1 se li han atribuit funcions en la guia axonal més que no pas en la migracio
neuronal, i son pocs els estudis funcionals que s han realitzat per tal d’ esbrinar el seu possible
paper en aquest darrer procés (Livesey and Hunt 1997; Sim et al., 1999). En aquest estudi, hem
realitzat assatjosin vitro per aveure |’ efecte de la proteina Netrina-1 sobre explants extrets de la
zona germinal que donara lloc al cerebel i als nuclis precerebellars i aixi estudiar la influencia

d  aquesta proteina en la migraci6 dels progenitors continguts en aquesta zona.

3.1. LA NETRINA-1 ESUNA MOLECULA DE SENYALITZACIO PER LA MIGRACIO
DE LESNEURONESDESTINADESAL NUCLI PONTI

En una primera aproximacio, hem intentat esbrinar e paper de la Netrinal en la
migracio de les neurones precerebel -lars mitjancant €l cultiu d'explants extrets del IRL durant els
estadis E12-E14. Tot i que no podem descartar la possibilitat que els nostres explants puguin
contenir algunes neurones olivars, els diversos arguments que esmentarem a continuacio
indiquen que hem monitoritzat la migracio de les neurones destinades a's nuclis precerebel -lars
pontins. En primer lloc, tot i que algunes cél -lules olivars es generen d'una manera tardana a E12
en laIRL, aquest estadi contribueix majoritariament a la generacié de neurones precerebel -lars
destinades a ECN, a LRN i a nucli rafe (Taber-Pierce, 1966; Bourrat and Sotelo, 1988;

Altman and Bayer, 1997). A E14 les Uniques neurones gque es generen son les destinades als
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nuclis pontins (Taber-Pierce, 1966; Altman and Bayer, 1997). En segon lloc, durant la formacio
del sistema precerebel-lar, la glicoproteina de superficie TAG-L/Axoninal esta fortament
expressada al llarg de la via de migracié extramural que conté les neurones destinades al's nuclis
ECN, LRN i nuclis pontins, pero no a llarg la via de migracié intramural seguida per les
neurones olivars migradores (Wolfer et al., 1994), fet que concorda amb les dades que hem
mostrat en qué sobserva gque les neurones que responen a Netrina-1l presenten una forta
immunotincié per TAG-1. Per tant, concloem que els explants de IRL seleccionats en els nostres
experiments corresponen al neuroepiteli precerebel -lar que dona lloc as nuclis ECN i LRN a
E12,i a BP aE14 (Taber-Pierce, 1966).

L'analisi dels nuclis precerebel-lars en ratolins deficients per I'expressio de Netrina-1 ha
revelat la manca de neurones en € BP (Serafini et a., 1996) i també que menys d'un 14% de les
neurones de la 10 assoleixen la seva posicio ventromedia (Bloch-Gallego et a., 1999). No
obstant, I'origen d'aguestes deficiéncies resta desconegut. Les nostres dades suggereixen que la
Netrina-1 actua com quimioatraient de llarg abast per les neurones migradores dels nuclis
pontins representant, juntament amb un estudi para-lel de Yee i col-laboradors (1999), la
primera evidéncia en qué simplica la Netrina-1 en la guia de neurones en migracio. Els nostres
experiments indueixen a pensar que I'abséncia de nuclis pontins en els ratolins hipomorfics per
la Netrina-1 reflecteix directament una migracio neuronal anomala des de la IRL causada per la
manca de Netrina-1. Donat que € ratoli knockout per dcc comparteix defectes similars en les
estructures pontines (Fazeli et a., 1997), és probable que sigui aguest receptor € que esta
implicat en aguesta quimioatraccio. A meés, I'andlisi de les neurones olivars inferiors de ratolins
deficients per netrina-l afavoreix aquesta conclusié. La identificacié d'aquestes neurones
mitjancant I'expressio de Brn-3b (Bloch-Gallego et al., 1999) suggeri que I'atrofia de la 10 era
majoritariament €l resultat d'una migracio alterada ja que les cél-lules que expressaven Brn-3b
estaven distribuides a llarg de la via migratoria intramural. Per tant, els nostres resultats, junt
amb els relacionats amb la 10O (Bloch-Gallego et al., 1999) i el treball de Yee i col-laboradors
(1999), ens permeten de concloure gque la Netrina-1 és una senyal essencial per la migracio
circumferencial de les neurones precerebel -lars.

No obstant, a fenotip mutant hi podrien contribuir altres mecanismes que impliquessin a
la Netrina-1. Per exemple, el DCC podria induir apoptosi en absencia de la unié a seu lligand,
perd bloquejar la mort cel-lular quan sunis a Netrina-1 (Mehlen et al., 1998). Llavors, a mida
gue les primeres cél-lules postmitotiques de la IRL expressessin DCC, la interaccié Netrina-1/
DCC podria regular la supervivencia de cél-lules primerenques dels nuclis pontins (Cho and

Fearon, 1995). A banda del fort efecte quimioatractiu observat en els nostres explants incubats
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en medi condicionat amb Netrina-1, també veiem com aquest factor promou una sortida
prominent de neurones migradores des del neuroepiteli, fins i tot en absencia de gradients ben
definits. Per tant, encara que les nostres troballes mostrin que la Netrina-1 actua com a una
senyal quimioatractiva per la migracio de les cdl-lules dels nuclis pontins a llarg de la via
extramural anterior, tal com ocorre per a creixement dels axons que es dirigeixen ventralment
(Kennedy et al., 1994; Shirasaki et al., 1995, 1996), no es pot descartar |'existéncia de
mecanismes addicionals en I'accié de la Netrina-1 que podrien contribuir a la generacio del
fenotip del ratoli mutant per la netrina-1.

Les observacions descrites en aquest treball també mostren que la Netrina-1 indueix la
formaci6 de cadenes i fascicles gruixuts, tant de neurones migradores com de neurites, on les
cel-lules suneixen les unes a les atres d'una manera compacta. Agquest mecanisme de migracio
recorda a la neurofilica que sobserva en les vies de migracié extramural in vivo (Rakic, 1985;
Ono and Kawamura, 1989, 1990) o en la ruta de migracio rostral del bulb olfactori (Jankovski
and Sotelo, 1996; Lois et al., 1996; Wichterle et al., 1997). En estudis previs shavia demostrat |la
presencia de TAG-1 en els axons en desenvolupament que responen a Netrina-1 (Placzek et al.,
1990; Serafini et al., 1994; Wolfer et al., 1994; Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995; Guthrie
and Pini, 1995; Tamada et al., 1995; Shirasaki et al., 1996) i shavia hipotetitzat la participacio
de TAG-1 en latransducci¢ dels senyals derivats de la floor plate (Shirasaki et a., 1996). En €
present estudi hem pogut observar que €els nivells de proteina TAG-1 a les cél lules migradores
€s veien augmentats en presencia de Netrina-1, essent aguesta la primera relacio directa que es
descriu entre I'expressio de TAG-1 i una proteina de guia secretada per lafloor plate. Se sap que
TAG-1 estableix interaccions homofiliques en trans i interaccions heterofiliques amb altres
IgCAMs, com F3 0 L1, les quals provoquen canvis en l'adhesivitat i la fasciculacio (Lemmon et
al., 1989; Felsenfeld et al., 1994; Buttiglione et al., 1998). Aixi doncs, TAG-1 podria estar
contribuint a la formacié de fascicles neuritics i, en concret, de cadenes de neurones pontines
migradores, d'una manera similar a la participacio del PSA-NCAM a la formacio de cadenes

neuronals en larutade migracié rostral en el bulb olfactori (Hu et al., 1996).

3.2. CORRELACIO DELS EFECTES DE LA NETRINA-1 AMB EL PATRO
D'EXPRESSIO IN VIVO

El patré d'expressio dels transcrits de la netrina-l i dels seus receptors durant el
desenvolupament primerenc dels nuclis pontins esta esquematitzat a la Figura 45. Com he
explicat en la Introduccid, part de les neurones precerebel -lars originades en la IRL migren a

llarg de la via extramural, atravessen la linia mitja i s estableixen en els nuclis LRN i ECN
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contralaterals al seu lloc d'origen. D’ altra banda, el grup de cel-lules que migraran per les vies
intramural (neurones de la |1O) i pontomedul -lar (neurones dels nuclis pontins), aniran a poblar
els nuclis ipsilaterals al seu lloc d'origen sense haver d' atravessar la linia mitja (Taber-Pierce,
1966; Bourrat and Sotelo, 1990). Aqui mostrem que els progenitors de les cél lules que poblen
els nuclis pontins expressen els RNAs missatgers dels receptors unc5h2 i neogenina pero no del
dcc, mentre que les neurones postmitotiques pontines localitzades a llarg de la ruta
pontomedul -lar expressen exclusivament dcc a nivells elevats. Finalment, quan aguestes
neurones finalitzen la seva migracio circumferencial a prop de la linia mitja, tornen a expressar
el MRNA d'unc5h2 i també d'unc5h3 a nivells baixos. D’ altra banda, el's transcrits de netrina-1
sexpressen per l'areade laliniamitja a prop de laregié diana (nuclis pontins), fet que suggereix
gue un gradient de Netrina-1 generat en aquesta zona podria ser € responsable de la migracio
unidireccional de les neurones cap als nuclis precerebel-lars. Aixi, e patr6 d'expressio de
receptors in vivo és consistent amb el punt de vista actual sobre el DCC, considerat un
component del complex receptor que mediatitza les respostes quimioatractives a la Netrina-1 a
llarg de la ruta migratoria. A més, la reexpressio dels transcrits d'uncbh2 i unc5h3 quan les
neurones migradores sapropen a la regi6é diana suggereix gue aquests receptors podrien evitar
que aguestes neurones creuessin la linia mitja, de manera que la Netrina-1 estaria actuant de
senyal d'arrest, d'una manera analoga a la proposada per les neurones olivars (Bloch-Gallego et
al., 1999).

No obstant, també apareixen transcrits de netrina-1 alaregié de lafloor plate a prop del
neuroepiteli precerebellar, per tant han d'existir mecanismes addicionas que evitin que les
neurones postmitotiques joves migrin cap a aquesta font de Netrina-1. Els possibles mecanismes
podrien incloure el segrest de la Netrina-1 mitjancant |'associacié amb la matriu extracel -lular o
amb receptors com la neogenina (Kennedy et al., 1994; Serafini et a., 1994; Keino-Masu €t dl.,
1996) que es troben altament expressats a prop de la zona d'expressié de Netrina-1, 0 bé la
presencia d'un substrat no permissiu per la migracié neurona en aquesta area del tronc de
I'encefal.

146



DISCUSSIO

Figura 45
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Dibuixos esquematics il -lustrant la via migratoria pontomedul lar en relacié amb la distribucié espacio-temporal
del mMRNA de netrina-1 i dels seus receptors. A) Vista dorso-lateral d’un cervell de E14-E17 mostrant la
localitzacio de la via migratoria pontomedul -lar enverd i e nivell de les seccions que apareixen aB i C. Lafletxa
a A indica la direccio caudo-rostral de la migracié pontina. B) Esquema d’ una seccié coronal a E14 il -lustrant la
distribuci6 de netrina-1 i dels seus receptors al’ origen de la via migratoria pontomedul -lar (pms). Noteu que la pms
nomeés expressa decc i que les arees de baixa expressio de unc5h2 i neogenina envolten aquesta ruta de migracio. C)
Esquema d'una seccié coronal a nivell del cervell mitja i del pons a E17 mostrant el desti de les neurones que
migren al llarg de la pms cap als nuclis pontins. Les neurones pontines comencen a expressar €l's receptors uncsh2 i
uncbh3 i regulen a la baixa |’ expressio de dcc al final de la seva migracid. AP, placa dar; BP, placa basal; FP,
floor plate; | C, col-licleinferior; | CP, peduncle cerebel lar inferior; IRL, llavi rombic inferior; pms, via migratoria
pontomedul -lar; PN, nuclis pontins; R, nucli vermell; RP, nucli de rafe; SL, sulcus limitans; STT, tracte espina
trigemin; SVZ, zona subventricular; VL, nucli del lemnisc ventral; VZ, zona ventricular.
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33. LA QUIMIOREPULSIO QUE EXERCEIX LA NETRINA-1 SOBRE ELS
PROGENITORS DE LES CEL-LULES GRANULARS | ELS SEUS AXONS ES
DEPENDENT DE L'EDAT

Recordem que, durant el desenvolupament embrionari, els progenitors de les cel-lules
granulars es generen ala uRL i migren tangencialment per la superficie del primordi cerebel -lar
per a formar la EGL, on entraran altra vegada en €l cicle de mitosi. Les dades que presentem
amb explants de uRL a E14 mostren gque €els progenitors embrionaris de les cél-lules granulars
no responen a Netrina-1, tot i que expressin els gens dels receptors DCC i Neogenina. Aquestes
dades s adiuen amb les observacions fetes en cerebel de ratolins nounats deficients en netrina-1
gue mostren una gairebé intacta EGL (Bloch-Gallego et al., 1999). Donat que no sexpressen
transcrits de netrina-1 en el primordi cerebel-lar en estadis embrionaris primerencs, € fet que els
progenitors de cél-lules granulars derivats de la URL presentin missatgers de dcc podria estar
indicant una acci6 d'aguest receptor independent de la Netrina-l. Sha suggerit que els
progenitors de les cel-lules granulars migren a llarg de feixos d'axons pre-existents (Hynes et
al., 1986). En estadis embrionaris, la superficie dorsal del primordi cerebel -lar esta atravessat per
axons positius per DCC gue se solapen i corren en paral-lel amb els progenitors de les cél-lules
granulars en migracio (Fig. 44D). Tal i com succeeix amb daltres IgCAMs com L1 o NCAM
(revisio: Walsh and Doherty, 1997), les interaccions de DCC homofiliques en trans entre axons
i neurones podrien contribuir a la migracié tangencial dels precursors embrionaris de les
cél lules granulars.

D’dtra banda, els mutants nuls per unc5h3 semblen indicar que & receptor Unc5h3
transdueix una senyal quimiorepulsiva que impedeix que els progenitors de cél-lules granulars
gue migren tangencialment sobrepassin els limits cerebel -lars (Przyborski et al., 1998). Aquestes
dades observades in vivo i els nostres resultats negatius de resposta a Netrina-1 in vitro en
estadis embrionaris primerencs suggereixen que els receptors Unc5h3 podrien estar unint altres
[ligands, tal i com sha postulat per Caenorhabditits elegans (Colavita et al., 1998). Publicacions
recents (Wu et al., 1999; Hu 1999) han mostrat que €els progenitors neuronals que migren
tangencialment per laRMS i les neurones GABA érgiques provinents de la MGE que poblaran €l
cortex cerebral podrien estar guiades per factors repulsius de llarg abast, les proteines Slit.
Aquests resultats, junt amb els presentats aqui per les neurones precerebel-lars, suggereixen
clarament que els mecanismes quimiotactics exerceixen un efecte de guia en les neurones que
migren tangencialment. Donat que no hem observat efectes quimiotropics de la Netrina-1 sobre
els progenitors de cél-lules granulars, seria interessant de determinar si altres factors difusibles,

com les proteines Slit, els estan guiant.
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A PO, les cél -lules granulars postmitotiques inicien el descens cap alapart profundade la
EGL i extenen els seus axons, les fibres paral-leles (Ramon y Cajal, 1911; Miale and Sidman,
1961). Llavors, €ls somes de les cél-lules granulars sorienten perpendicularment als axons i
migren radialment a través de la capa molecular, unides a la glia de Bergmann, per a formar la
IGL (Rakic 1971a, 1981, 1985; Hatten and Liem, 1981). Les dades presentades mostren que la
Netrina-1 exerceix un fort efecte quimiorepulsiu sobre els axons que creixen d'explants de EGL
postnatal, els quals shan identificat com a fibres paral-leles degut a la seva immunoreactivitat
per les proteines L1 i TAG-1 (Persohn and Schachner, 1987; Yamamoto et al., 1990). Hem
observat que aguest efecte quimiorepulsiu depén de I'edat, essent més intens a P5 que a PO,
periode que coincideix amb el de formacié de fibresin vivo (Altman and Bayer, 1997). Com que
en el cerebel postnatal, els transcrits de netrina-1 es troben a la EGL i en interneurones de la
ML, nosaltres suggerim que la Netrina-1 contribueix a iniciar una correcta extensié de fibres
para-leles, fet que podria ser un prerequisit per la sortida ordenada de les cél-lules granulars
premigratories postmitotiques de la EGL (Engelkamp et al., 1999). Aixi, la coexpressio dels
gens dels receptors decc, uncbh2 i unc5h3 que trobem en els precursors de les cél -lules granulars
aixi com en cél-lules granulars postmitotiques quadraria amb I’ actual hipotesi que sosté gque es
requereix la coparticipacio dels receptors DCC i dels Unc5 perqué la Netrina-1 exerceixi una
resposta quimiorepulsiva (Hong et al., 1999).

A més dels axons, també observem neurones en migracié, identificades com a cel-lules
granulars per la seva immunotincié amb anticossos contra L1 i TAG-1, que abandonen els
explants pels quadrants distals a la font de Netrina-1. Creiem que aquesta observacio reflecteix
una accié de la Netrina-1 sobre les neurones en migracio per les seglents raons. La primera €s
gue nomeés sobserven els cossos cel -lulars de les cél -lules granulars en els quadrants distals fora
de I'explant, perd no en els quadrants proximals on els axons de les cdl-lules granulars també
creixen, fet que exclou la possibilitat que les cél-lules en migracié es moguin passivament per
les fibres paral-leles. En segon lloc, la malformaci6 cerebel-lar rostral, fruit de la disrupcio del
gen unc5h3, comporta una migracio i localitzacié de les cél-lules granulars anomales, fet que
podriaimplicar laNetrina-1 en la migracio cerebel -lar senyalitzant através del receptor Uncsh3,
en estadis postnatals primerencs. La tercera rad és que €ls receptors unc5h2 i unc5h3 es troben
expressats a nivells elevats en els cossos cel-lulars de les cel-lules granulars premigratories. A
més, com que les fibres de Bergmann no surten dels explants i les cél-lules granulars migren al
[larg de fascicles de les fibres TAG-1-positives que pertanyen ales fibres paral -leles, interpretem
que la migracié no-gliofilica observada in vitro imita la migracio tangencia de les cél-lules

granulars per les zones profundes de la EGL just abans de la seva migracié radial cap al'interior

149



DISCUSSIO

(Ryder and Cepko, 1994) i que, aguesta migracio tangencial, es troba sota € control de la
Netrina-1 i els seus receptors.

Recentment, un estudi realitzat amb ratolins quimérics mutants pel gen unc5h3 ha
establert que les cél-lules granulars serien el tipus cel-lular clau per I’establiment dels limits
cerebel -lars. Aixi, tot i que la maformacid cerebel-lar rostral es caracteritzi per migracions
ectopiques tant per part de les cél-lules de Purkinje com de les granulars (Przyborski et al.,
1998) i que &l gen uncbh3 es trobi expressat en ambdds tipus cel-lulars, la diana primaria de la
mutacié serien les cél-lules granulars i, per tant, serien aquestes les responsables del
manteniment de les fronteres cerebel-lars (Goldowitz et al., 2000), fet que implicaria
indirectament ala Netrina-1 en el manteniment d’ aquests limits. Recentment, s hatrobat un altre
gen implicat directament en la migracio de les cél-lules granulars. Es tracta del gangliosid 9-O-
acetil GD3, € blogueig del qual impedeix la migracié granular gliofilica cap a I'interior
cerebel -lar d'una manera dosi-dependent (Santiago et al., 2001). Es de destacar que aquest
gangliosid també s ha relacionat amb la migracio tangencial neurofilica que té lloc en la RMS
(Miyakoshi et al., 2001).

34. LA NETRINA-1 ESTA IMPLICADA EN EL CREIXEMENT AXONAL | LA
MIGRACIO NEURONAL

En aguest estudi hem demostrat que la Netrina-1 esta implicada en el creixement i
reconeixement de dianes dels circuits cerebel-lars intrinsecs, els quals son independents de la
linia mitja, proporcionant un senyal quimiorepulsiu per les fibres para-leles en
desenvolupament. Aixi, conjuntament amb treballs previs redlitzats en fibres corticofugals
(Métin et a., 1997; Richards et a., 1997) i analisis duts aterme a nostre laboratori amb ratolins
deficients per Netrina-1 que mostren un desenvolupament aberrant dels circuits hipocampics i
una activitat neurona alterada en aguests animals (Barallobre et al., 2000), les nostres dades
indiquen gque la Netrina-1 també esta implicada en la guia d'algunes projeccions ipsilaterals i en
la seleccid de la capa diana. Confirmant aquestes funcions per ala Netrina-1, dos estudis recents
han demostrat la importancia de la Netrina-1 en la guia de la projeccié talamocortical i en €l
creixement axonal de les neurones del nucli habenular (en aquest darrer cas, a més, s ha
demostrat una cooperacio entre la Semaforina 3F i la Netrina-1) (Braisted et al., 2000; Funato et
al., 2000).
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4. MECANISMES DE MIGRACIO NEURONAL

En termes generals, hem pogut observar que el procés de migracio es podria desglossar
en tres etapes en que hi intervindran diverses molécules de senyalitzacio i adhesié. En la primera
etapa, han d’ existir molécules que s encarreguin de dirigir € leading process en un determinat
sentit. A mida que aquest avanca integrant la informacio de les senyals permissives, atractives,
inhibitories o repulsives que vatrobant pel cami, el nucli cel-lular es va desplagcant mitjancant la
trandocacio o locomocié somals. Finament, en la zona on s'ha de situar e neuroblast ha
d’ haver-hi una molécula que li indiqui que s aturi.

En e cas del cortex, la migracié és dirigida a la capa |, la transdocacio del nucli té lloc
desdelaVZ fins a aquesta capa i finament existeix un senyal d’arrest que aturala migracio. Si
observem €l que s'esdevé en les migracions circumferencials que donaran lloc a sistema
precerebel lar també existeix una migracio unidireccional cap a la floor plate, la transocacio
dels nuclis des del llavi rombic per les vies extramurals i intramurals i finalment I’arrest a la
zona d’ arribada que, en aguest cas, consta de diversos nuclis.

El paper de la Netrina-l com a quimioatraient o quimiorepel-lent axonal ha estat
ampliament documentat (revisat en Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Respecte |’ efecte de
la Netrina-1 en la migracié neuronal, els resultats d’ aguest estudi juntament amb estudis previs
(Yee et a., 1999; Bloch-Gallego et a., 1999) mostren que la Netrina-1 funciona de senyal
quimioatraient per a leading process de la neurona en migracio i ahora també de senyal
d arrest impedint que la neurona, una vegada arribada a la linia mitja, la creui. Amb tot, la
Netrina-1, probablement no és I’Unica molecula implicada en aquestes migracions per tres
motius. Primer, en ratolins knock-out per netrina-1 i dcc les migracions circumferencials tenen
[loc parcialment fins que el leading process arriba al limit ventrolateral del cervell posterior.
Segon, aguests mateixos mutants, I’ abséncia de Netrina-1 o DCC no impedeix € moviment al
llarg de I’eix anteroposterior. Tercer, a llarg de la migracié circumferencial, les cél-lules es
mantenen fasciculades i en la zona parenquimal o subpial, de manera que hi ha d haver
implicades molécules d’adhesid i senyals que restringeixin la migracio en aquestes zones. Pel
que fa ala trandocacié nuclear, si que és improbable que en sigui responsable la Netrina-1, ja
gue aquest proceés ocorre fins i tot en experiments de bloqueig de I’accié de Netrina-1 (Yee et
al., 1999).

Del nostre estudi es despren, doncs, que la Netrina-l exerceix una influencia
quimioatractiva sobre les neurones precerebel-lars migradores a Ilarg de la via extramural

circumferencial, fa que augmentin els nivells de proteina TAG-1 podent, aixi, estar induint la
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seva fasciculacio i migracio en cadenes i també realitza una accié quimiorepulsiva sobre la
migracio de les cdl-lules granulars. Aquestes dades, conjuntament amb estudis previs focalitzats
en el nucli olivar (Bloch-Gallego et a., 1999) i en & pons basilar (Yee et a., 1999), mostren un
nou paper per ala Netrina-1 en la migracio neuronal, que, aixi com en el creixement axonal, pot
ser tant quimioatractiu com quimiorepulsiu. Aixi, de manera semblant a altres molecules que
intervénen en la migracidé neurona i e creixement axonal, com la ja estudiada Reelina, la
Semaforinalll o bé les proteines Slit (D'Arcangelo et al., 1995; Del Rio et al., 1997; Eickholt et
al., 1999; Huet al., 1999; Wu et a., 1999; Zhu et al., 1999), és probable que la Netrina-1 realitzi
un paper dua en la construccio de les xarxes neuralsi en la guia de les neurones en migracio cap
als seus nuclisi capes diana. De fet, laidea proposada per Singer i Kupfer (1986) que hipotetitza
gue I’extensio axonal és una forma de migracio cel-lular en qué el soma cel-lular roman quiet,
comenca a guanyar adeptes a partir d’ aquests descobriments que estan implicant a moléecules
relacionades amb la guia axonal, també en la migraci6 neuronal .

Tot i que a llarg de I’ estudi s ha considerat que el DCC és el receptor que transduiria un
senyal quimioatractiu per ala Netrina-1, en cas que no es coexpressi amb cap dels receptors de
la familia unc5, no s'ha pogut demostrar una interaccié directa entre ambdues proteines
(Meyerhardt et a., 1999) i aix0 suggeriria I'existencia d'altres receptors o co-receptors.
Efectivament, s'"ha demostrat que la funcio promotora del creixement axonal duta aterme per la
Netrina-1 requeriria la unié6 a un receptor complex format per DCC i A2b, un receptor
d’adenosina associat a membrana (Corset et a., 2000). Es tracta d’'un receptor acoblat a
proteines G que indueix I'acumulaci6 de cAMP quan uneix adenosina (Feoktistov and
Biaggioni, 1997). Ja se sabia que I’ atraccié mitjancada per la Netrina-1 estava modulada per la
concentracio intracel -lular de CAMP (Ming et al., 1997) i que la Netrina-1 induia un augment de
CAMP en €els conus de creixement que responien a ella (Hopker et al., 1999), per tant, el fet que
A2b pugui ser un receptor per a la Netrina-1 és la primera connexié que es redlitza entre el
senya de guia extracellular Netrina-1 i I"acumulacio intracel-lular de cAMP (Corset et al.,
2000).

Pel que fa ala Reelina, no existeix cap demostracié funcional concloent que expliciti €l
paper d aguesta proteina en la migracio i només es poden emetre hipotesis. Una d’ elles defensa
una accio quimioatractiva de la Reelina sobre de les neurones corticals en migracié. No obstant,
segons els estudis realitzats fins ara no existeix cap experiment determinant pel qual la Reelina
desenvolupi aquest paper. Sabem que, en experiments en cultiu, les cél-lules de CR son
quimioatraients per les cél-lules granulars cerebel-lars migradores (Soriano et a., 1997),

tanmateix, considerant que I’ accio reguladora del fenotip de glia radial per part de les cel-lules
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de CR ésindependent de Reelina, podria ser que aquesta suposada atraccié també fos un procés
Reelina-independent (Pinto-Lord et a., 1982; Hunter and Hatten, 1995; Hunter-Schaedle, 1997,
Soriano et al., 1997; Supér et a., 2000). D’atra banda, la funcié més atribuida a la Reelina ha
estat la d’arrest de les neurones corticals, juntament amb una funcié inhibidora del creixement
dendritic i promotora de la diferenciacio neuronal postmigratoria (Ogawa et al., 1995; Frotscher,
1997). Existeixen, pero, dos arguments en contra de la hipotesi de I’ arrest neuronal. Primer, la
Reelina també s expressa a capes corticals intermedies i no suposa cap impediment per a la
migracio de les neurones que aniran a poblar les capes altes del cortex; segon, en experiments
realitzats in vitro en etapes de neurogénes tardana del hamster sha constatat que la Reelina
expressada a la zona marginal no impedeix la sortida dels precursors neuronalsi de la glia fora
dels limits del teixit (Hedin-Pereira et a., 2001). Podria ser, com ja he assenyalat amb
anterioritat, que aquesta funcié d arrest per part de la Reglina només tingués lloc en etapes
primerenques del desenvolupament, quan encara no ha aparegut en capes intermedies. A mes,
donat e recent descobriment de la protedlisi que experimenta la Reelina (D’ Arcangelo et al.,
1999; Lambert de Rouvroit., 1999) es podria donar € cas que només un dels fragments, o la
proteina sencera, tinguéssin la capacitat d aturar lamigracio i fés el fragment que es troba a les
capes intermedies el mancat d’ aquesta funcid. Aixi, fins que no apareguin anticossos especifics
contra aquests fragments no podrem esbrinar si aquest és €l cas. En darrer terme, queda la recent
funcio atribuida a la Reelina provinent dels indicis de coexisténcia de dos tipus de migracio
radial durant el desenvolupament cortical (Nadargjah et al., 2001). En aguest cas S ha especulat
que la Reelina podria actuar de senya per a que es pugués dur a terme la transdocacié somal,
tant en les etapes primerenques del desenvolupament cortical, en qué és |’ Unic tipus de migracio
gue existeix, com en les etapes més tardanes, on s ha observat un canvi sobtat de la morfologia
de les neurones en migracio gque passen de moure’'s per locomocid a moure's per translocacié.
Una funci6 d’ aquest tipus per ala Reelina permetria donar explicacio ales observacions fetes en
hamster on les neurones poden sobrepassar la capa | productora de Reelina (Hedin-Pereiraet al.,
2001) i també al fet que, en estadis avancats del desenvolupament cortical, la Reelina S expressi
a capes intermedies i, no obstant, no suposi un atur per a la migracié neuronal, sind que, més
aviat, podria estar induint a un canvi en el mecanisme de migracio.

Referent al mecanisme de transduccié de senyal de la Reelina proposat en la Introduccio
i relacionant-lo amb aquests dos tipus de migracio, € fet que lainhibicio de la integrina a3p1
sigui suficient per a provocar que les neurones migradores salliberin de la glia radial (Dulabon
et a., 2000) podria estar relacionat amb aquest canvi brusc de locomocié a translocacié. Aixi,

aguesta integrina seria la responsable de la locomocié, unint la neurona en migracié a la
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Laminina de la glia radia i, possiblement, cooperant amb d' altres molecules d'adhesié o de
senyadlitzacié (Komuro and Rakic, 1998; Maeda and Noda, 1998). En interaccionar amb la
Reelina, formaria un complex que inclouria també els receptors VIdir/Apoer2 i les CNRs i que
seriainternalitzat, provocant una alteraci6 de I'adhesié mitjancada per laintegrina (D'Arcangelo
et a., 1999). Tant e canvi d'afinitat de la integrina a3p1 (de Laminina cap a Reelina) com la
seva endocitosi induida pel VIdlr, podrien ser la causa de la rapida dissociacio de la glia radial
gue pateixen les neurones migradores i del pas cap a mecanisme de translocacié (Figura
46A ,Bb). D’ altra banda, s ha suggerit que els grups de proteines Reelina/lDabl i Cdk5/p35 que
no actuen en la mateixa via de senyalitzacié siné que contribueixen sinergisticament a la
ubicacié de diferents tipus de neurones corticals (Ohshima et al., 2001). A més, existeix la
recent troballa que p35/Cdk5 regulen I'adhesié mitjancada per N-cadherines en les neurones
corticals, de manera que I’ activitat kinasa de Cdk5 disminueix |’ adhesié cel-lular (Kwon et al.,
2000). Sembla, doncs, que Reelina/lDabl i p35/Cdk5 actuin per rutes para-leles i, fins i tot,
Homayouni i Curran (2000) han suggerit que la Reelina podria estar inhibint la ruta de
transducci6 de senya de Cdk5/p35, reactivant d aquesta manera I’ adhesio cel -lular mitjancada
per les N-cadherines i induint e fina de la migracié i € comencament de les unions
homotipiques entre les cél-lules arribades de nou i les residents a la placa cortical. A tal de
resum, en una primera etapa del desenvolupament cortical només funcionaria la translocacio |
els mecanismes induits per la Reelina i, en etapes posteriors, primer s activaria la ruta de
p35/Cdk5 que inhibiria I’adhesié mitjancada per les N-cadherines, donant lloc a la locomocio
(Figura 46A,Ba). En aguesta hi intervindria la unio de la integrina a3f1 amb la Laminina
associada alagliaradial, pero en arribar ala capa Redlina-positiva hi hauria un canvi d’ afinitat,
laintegrina a3pB1 seria endocitada mitjancant el complex VIdir/Apoer2 i les CNRs, S activaria
I’adhesié mitjancada per les N-cadherines i s'induiria el mecanisme de translocacié. Aquesta
hipotesi explicaria les diferéncies observades entre els mutants reeler/dabl” i cdk5™, ja que els
defectes en aquest darrer grup apareixen una vegada s ha comencat a formar la CP, mentre que

els defectes en el primer apareixen alhora de formar-se aquesta capa (Figura 46A).
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Figura 46

A a) LOCOMOCIO Unit 8

Modulaci Fieguiaci co
RacPakl == paolimentzaci

flaments d'acting
Modulacis e 2= T i =l oty
iy ]

v

Migracis per lncomocia

S Modulacié Riguiscia da
@ P oy e Lotk

il
i Sy filamenis d'aclina
I = =TT Y o [ minitbuls
=2
E Hnd‘%m i e E
1 tauhl AP 2 2 ﬁpﬁ 0
[ 7 4o e 70
u%ﬁﬁﬂﬂiﬂﬂﬂﬂ n
0 0
W

iy

Aleracic de lMexpressic génica? oo r{} Canvis an I'adhasivitat?
Canvi de locomocic per
franslocacid?

155



DISCUSSIO

B

Dibuixos esquematics representant els dos tipus de migracié que s especula que tenen lloc en el cértex cerebral. A)
Esquema integrador de les molécules que podrien estar implicades en la locomocié (a) i la translocacié (b). B)
Migracié i organitzacio de capes en un animal de soca salvatge, un ratoli reeler, o el mutant per al gen dabl (-/-), i
un mutant per a gen cdk5 (-/-). En el ratoli de soca savatge (esquerra), onades successives de neurones en
migracié poblen la placa cortical (CP) seguint el tipic gradient de dins cap enfora, separant la preplaca en la
subplaca (SP) i lazona marginal (M Z). Les cél-lules en migracié estan representades per ovals grocsi en el lloc on
s aturen per a formar la placa cortical es mostren com a cercles colorgjats. a i b corresponen a dues cel -lules que
experimenten €els dos tipus de migracié exquematitzats a A, representats també per a i b. En & mutant reeler o
dabl” (centre), les cdl-lules en migracié son incapaces de separar |a preplaca, que roman en forma d una sola capa
superficial, la“superplaca’ (SPP). Les neurones s apilen seguint un ordre invers respecte de la seva darrera divisié
(indicat pel color de les cél-lules). Va a dir que en els mutants per dabl es produeixen quantitats normals de
Reelina. Els mutants cdk5” (dreta) presenten un cortex cerebral amb diferéncies subtils respecte dels mutant reeler
0 dabl”. Les primeres neurones emigrants de la zona ventricular (VZ) atravessen la zona intermédia (1Z2),
aconsegueixen separar la preplacai es localitzen en una zona semblant al de les cél-lules de la capa V1. No obstant,
les darreres cél-lules en arribar s apilen d’una manera similar al reeler en una capa que s ha anomenat “ sotaplaca”
(UP, underplate).

Modificat de Gilmore and Herrup 2000 i Homayouni and Curran 2000.
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L’expressi6 del mRNA del gen reelina comenca ja des d estadis molt primerencs del
desenvolupament neural, trobant-se freqiientment associada a feixos d’ axons que comencen
a desenvolupar-se i, en € cas del diencefa, la seva expressié coincideix amb limits
neuromerics. Aquestes dades junt amb estudis molt recents suggereixen un paper de la
Reelinaen el creixement i guia axonal.

Les céllules de Cajal-Retzius expressen redlina a llarg de tot el desenvolupament fins ala
seva desaparicio. Donat que, aproximadament, un 30% de les cél-lules de Cgal-Retzius
sobreviu en | hipocamp adult, també es perllonga |’ expressio de reelina en aquesta zona.

La troballa que, en I'edat adulta, la reelina s expressa en una heterogenia poblacio de
neurones GABAeérgiques de circuit local del cortex i |"hipocamp, juntament amb una
expressio permanent en e bulb olfactori i a les cdl-lules de Cga-Retzius hipocampiques
suggereix la possibilitat de funcions noves per a la Reelina, en |’ adult, diferents de les del
desenvolupament.

L"hormona tiroidea regula els nivells d expressio de reelina i adtera els nivells de proteina
Dabl. En ser ambdues molécules factors clau per a la migracié neuronal, la seva ateracio
podria explicar €s profunds defectes de migracié observats en cervells hipotiroideus.

La Netrina-1 actua com a quimioatraient de llarg abast per les neurones migradores dels
nuclis pontins, fet que, unit a altres estudis, ens permet concloure que la Netrina-1 és un
senyal essencial per la migracio circumferencial de les neurones precerebel lars. A més,
I’analisi dels patrons d’expressid dels receptors per Netrina-1, dcc, unc5h2 i unc5h3, fa
pensar en laimplicacié d’ aguests en el procés de guia.

La Netrina-1 indueix la formacié de cadenes compactes de neurones migradores i fascicles
gruixuts de neurites que recorden a la migracié neurofilica que es dona en les vies de
migracié extramural in vivo. Donat que els nivells de proteina TAG-1 d’ aquestes cdl-lules
augmenten en presencia de Netrina-1 sembla que TAG-1 podria estar contribuint al’ adhesio.
. A estadis embrionaris primerencs, la Netrina-1 no afecta la migracio dels progenitors de les
cel-lules granulars, i, per tant, no intervé en la migracio tangencial que es dona inicialment
per la superficie dorsal del primordi cerebel-lar. En canvi, si que té un efecte quimiorepulsiu
sobre les fibres parael-lesi lamigracié de les cél lules granulars postnatal s, suggerint que la
migracio tangencial no gliofilica que té lloc per capes profundes de la EGL, abans de la
migracio cap al’interior cerebel -lar, s que és un procés dependent de Netrina-1

. Tant en la migracié pontobulbar com en la tangencial no gliofilica que és dona a capes
profundes de la EGL, I’andlisi dels patrons d expressio dels receptors de Netrina-1, dcc,

uncbh2 i uncsh3, fa pensar en laimplicacié d aquests en e procés de guia.
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