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RESUM

Les caspases son les principals executores de I'apoptosi, a més, pero, porten a
terme altres funcions importants independents de I|'apoptosi. Diversos estudis
demostren com les caspases son silenciades durant el desenvolupament cardiac, de
manera que la seva maxima expressié es produeix en els estadis embrionals i és
practicament nul-la quan el cor és adult. Aquest fet indica que la funcié que porten a
terme les caspases en el cor té importancia durant el desenvolupament cardiac.

En aquest treball hem generat una soca de ratolins amb una delecié cardiac-
especifica de les caspases executores 3 i 7 (DKO) per tal d’esbrinar quina és la funcio
d’aquestes caspases en el desenvolupament del cor. Mentre que la manca global de
les caspases 3 i 7 comporta una mort prematura i un desenvolupament cardiac
anormal, la seva manca especifica en el miocardi no suposa problemes de
supervivencia i el cor té una morfologia normal, demostrant que el fenotip cardiac que
presenta el KO global és un efecte secundari de la manca de les caspases en un altre
teixit. Aquest estudi descriu com la manca d’aquestes caspases especificament en el
miocardi suposa una disminucidé en la proliferacié, que comporta un inferior nombre
de cardiomiocits, que acaba desenvolupant un cor més petit. A més, els nostres
resultats demostren com els cors DKO compensen el déficit de cardiomiocits
desenvolupant una hipertrofia lleu, que acaba donant lloc a un cor adult de les
mateixes dimensions que el seu homoleg WT; el desenvolupament d’aquesta
hipertrofia va associat a un canvi en la tendéncia de 'expressié dels gens de diversos
grups funcionals, demostrant un canvi adaptatiu d’aquests cors amb I'edat. El fet
desencadenant del problema proliferatiu en els DKO sembla tenir relacié amb un
augment en la resposta inflamatoria, que podria estar induint I'expressid de gens
implicats en la desregulacié de la proliferacio, com Serpina3.

Mitjangant estudis in vitro amb cardiomiocits neonatals hem validat la
implicacio de les caspases en la regulacido de I'expressié de gens implicats en la
replicacido del DNA i divisid cel-lular; a més, mitjancant la sobre-expressié de les
caspases amb el centre catalitic mutat hem demostrat com aquesta funcid no-

apoptotica de les caspases és independent de la seva activitat catalitica.
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RESUMEN

Las caspasas son las principales ejecutoras de la apoptosis, ademas, llevan a
cabo otras funciones importantes independientes de la apoptosis. Distintos estudios
demuestran como las caspasas son silenciadas durante el desarrollo cardiaco, de forma
gue su maxima expresion se produce en los periodos embrionarios y es practicamente
nula cuando el corazén es adulto. Este hecho indica que la funcién que llevan a cabo
las caspasas en el corazdn tiene importancia durante el desarrollo cardiaco.

En este trabajo hemos generado una cepa de ratones con una delecién
cardiaco-especifica de las caspasas ejecutoras 3 y 7 (DKO) con el fin de encontrar cual
es la funcidén de dichas caspasas en el desarrollo del corazén. Mientras que la falta
global de las caspasas conlleva una muerte prematura y un desarrollo cardiaco
anormal, su manca especifica en el miocardio no supone problemas de supervivencia 'y
el corazén tiene una morfologia normal, demostrando que el fenotipo cardiaco que
presenta el KO global es un efecto secundario de la falta de las caspasas en otro tejido.
Este estudio describe como la falta de estas caspasas especificamente en el miocardio
supone una disminucion en la proliferacién, que conlleva un inferior nimero de
cardiomiocitos, que acaba desarrollando un corazéon mas pequefio. Ademas, nuestros
estudios demuestran como los corazones DKO compensan el déficit de cardiomiocitos
desarrollando una hipertrofia leve que acaba dando lugar a un corazén adulto de las
mismas dimensiones que su homdlogo WT; el desarrollo de esta hipertrofia va
asociado a un cambio en la tendencia de la expresion de los genes de distintos grupos
funcionales, demostrando un cambio adaptativo de estos corazones con la edad. El
hecho desencadenante del problema proliferativo en los DKO parece tener relacién
con un aumento en la respuesta inflamatoria, que podria estar induciendo la expresion
de genes implicados en la desregulacién de la proliferacion, como Serpina3.

Mediante estudios in vitro con cardiomiocitos neonatos hemos validado la
implicacion de las caspasas en la regulacion de la expresion de genes implicados en la
replicacion del ADN vy divisién celular; ademas, mediante la sobre-expresién de las
caspasas con el centro catalitico mutado hemos demostrado como esta funcién no-

apoptotica de las caspasas es independiente de su actividad catalitica.
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ABSTRACT

Caspases are the main executioners of apoptosis; besides, they carry out other
important functions which are independent of apoptosis. Several studies demonstrate
that caspases are silenced during cardiac development, and their expression is almost
non-existent when the heart is adult. This fact indicates that the function that caspases
carry out in the heart is important during heart development.

In the present work we generated a mice strain with a cardiac-specific deletion
of the executioner caspases 3 and 7 (DKO) in order to investigate the function of these
caspases during heart development. While the global lack of caspases 3 and 7 causes a
premature death and an abnormal cardiac development, their specific lack in the
myocardium does not cause survival problems and the heart has a normal
morphology, demonstrating that the cardiac phenotype of the global KO is a secondary
effect of the lack of caspases in another tissue. This study describes how the lack of
caspases specifically in the myocardium supposes a reduction in proliferation, which
implies an inferior number of cardiomyocytes, which finally forms a smaller heart.
Moreover, our results demonstrate that DKO mice compensate the deficit of
cardiomyocytes by developing a mild hypertrophy, which finally gives rise to an adult
heart with the same size than its WT homolog; the development of this hypertrophy is
accompanied by a change in gene expression tendency, showing an adaptive change of
these hearts with age. It seems that the proliferative problem in the DKO hearts is
related to an increase in the inflammatory response, which could be inducing the
expression of genes implicated in the deregulation of proliferation, like Serpina3.

By means of in vitro studies we validated the implication of caspases in the
regulation of genes implicated in DNA replication and cell division; moreover, with the
over-expression of non-catalytic caspases we demonstrated that this non-apoptotic

function of the caspases is independent of their catalytic activity.
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Abreviatures

Acetil-CoA: Acetil-coenzim A

AIF: Apoptosis-inducing Factor
al-ACT: Alpha 1-antichymotrypsin
AMPK: AMP-activated protein kinase
Apaf-1: Apoptotic-Protease Activating Factor-1
ATP: Adenosine Tri-Phosphate

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

BH: Benjamini-Hochberg

C5/C5a: Component 5 del Complement
CAD: Caspase-Dependent DNase
CARD: Caspase-Activation Recruitment Domain
Casp: Caspasa

Cdc: cell division cycle

cDNA: complementary DNA

CDK: Cyclin-dependent kinase

CKI: CDK inhibitor

Cyc: Cyclin

DED: Death Effector Domain

DLD: Dihidrolipoil Dehidrogenasa
Dmd: distrofina

DNA: Deoxyribonucleic acid

DKO: doble knock out

Endo G: Endonuclease G

ERK: extracellular-signal regulated kinase
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FADD: Fas-Associated Death Domain Protein
Fam107a: family with sequence similarity 107 member
FBS: fetal bovine serum

FHF: First Heart Field

FLIP: FLICE-inhibitory protein

FInc: Filamin C

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
Glut4: glucose transporter 4

HDAC: Class Il histone deacetylases

Hif3a: hypoxia-inducible factor 3 a

HS: horse serum.

IAP: Inhibitor Apoptosis Protein

IEF: isoelectroenfoc

IL: interleuquina

I/R: Isquémia/Reperfusio

ISO: isoproterenol

iTRAQ: Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation
JNK: c-Jun N-terminal kinase

KO: Knock Out

KOH: Hidroxid de potassi

MAPK: Mitogen-activated protein kinase

MEF2: Myocyte Enhancer Factor-2

MHC: Myosin Heavy Chain

MOMP: mitochondrial outer-membrane permeabilization
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MS: espectrometria de masses

Myh: Myosin Heavy Chain

Ndrg4: N-myc downstream-regulated gene 4
NF-kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Nkx2.5: Homeobox Protein NK2 Transcription Factor Related
Nppa: atrial natriuretic peptide precursor
Obscn: obscurin

OFT: Outflow tract

OSM: Oncostatina M

PBS: Phosphate Buffered Saline

PCNA: proliferating cell nuclear antigen

PCR: Polymerase Chain Reaction

Pold1: DNA polymerase 6 catalytic subunit
PR: Pricosirius Red

PTB: Polypyrimidine tract-binding protein
RNA: Ribonucleic Acid

ROS: Reactive Oxigen Species

STS: Staurosporina

Ttn: titina

Tmem100: transmembrane protein 100
TNF: Tumor Necrosis Factor

SHF: Secondary Heart Field

WT: Wild Type.
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1- Fisiologia i desenvolupament del cor.

1.1- Arquitectura i funcié del cor.

El cor és I'organ encarregat de subministrar la sang i I'oxigen a totes les parts
del cos. Esta situat dins una cavitat plena de fluid anomenada cavitat pericardiaca. El
pericardi és un tipus de membrana serosa que produeix el fluid necessari per a lubricar
el cor i evitar la friccid entre el cor bombejant i els organs del voltant; a més de la
lubricacid, el pericardi serveix per a mantenir el cor en la posicio correcta i permet que
hi hagi prou espai per quan s’'omple i s’expandeix. La paret del cor esta formada de
tres capes: I'epicardi (és la capa exterior i forma part del pericardi), el miocardi (forma
el teixit cardiac muscular, és el que déna la massa i gruixaria al cor i el responsable de
bombejar la sang), i I'endocardi (és una capa endotelial que esta dins el cor,
encarregada de protegir les cambres cardiaques i amb una funcid reguladora
important).

El cor esta format de diferents tipus cel-lulars, que contribueixen en les
propietats estructural, bioquimica, mecanica i electrica del cor [1]. Els cardiomiocits,
ventriculars i auriculars, sén la base de les parets musculars. Els fibroblasts cardiacs
constitueixen més del 50% de les cél-lules del cor. Les cel-lules endotelials formen
I’endocardi, les valvules cardiaques i els conductes sanguinis. Les cel-lules de muscul
llis contribueixen al sistema vascular d’entrada i sortida i les artéries coronaries.
L’epicardi déna lloc als precursors de la vasculatura coronaria i fibroblasts cardiacs.
Finalment, les fibres Purkinje i les cél-lules pacemaker son cardiomiocits especialitzats
gue es troben en el sistema de conduccid i generen i condueixen els impulsos eléctrics
(figura 1). El node sinoatrial (SAN), format de cél-lules pacemaker, es troba en
I'auricula dreta generant impulsos per iniciar la contraccio del cor; el node
atrioventricular (AVN) es troba entre les auricules i ventricles i condueix I'impuls
eléctric de les auricules als ventricles [1].

El cor conté quatre cambres: auricula dreta, auricula esquerra, ventricle dret i
ventricle esquerre (figura 1). Les auricules son més petites que els ventricles i tenen
una paret muscular més prima, son les encarregades de rebre la sang i per aixo estan

connectades amb les venes, que porten la sang cap al cor. Els ventricles son les
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cambres més grans i fortes del cor i sén els encarregats d’enviar la sang cap a la resta
d’organs i teixits, estan connectats a les artéries. La paret interna de teixit que divideix
els costats dret i esquerre del cor s’Tanomena septe, aquest té la funcid d’evitar que
durant la contracciod la sang vagi del cantd dret a I'esquerre i que es barregin la sang
oxigenada i desoxigenada, també ajuda a mantenir la forma i rigidesa del cor i
proporciona forga a les parets cardiaques.

El cor actua com a una doble bomba. L’auricula dreta rep la sang desoxigenada
a partir de les venes sistemiques (vena cava superior i inferior) i circula a través de la
valvula tricuspide cap al ventricle dret, on es bombeja via la valvula pulmonar
semilunar i mitjangant I'artéria pulmonar cap als pulmons, on s’alliberara el dioxid de
carboni i es captara I'oxigen. D’alla, la sang torna a través de la vena pulmonar cap a
I"auricula esquerra i circula a través de la valvula bicuspide o mitral cap al ventricle
esquerre, on es bombejara a través de la valvula adrtica semilunar cap a l'aorta i la
resta del cos. La sang desoxigenada finalment torna a I'auricula dreta i el cicle torna a

comengar (figura 1).

Superior
vena cava

Smooth muscle cells

Endothelial cells

Pacemaker cells

Epicardium cells

Purkinje fibres

Inferior—

venacava g -

Cardiomyocytes

Figura 1: anatomia del cor. Tall transversal d’'un cor. Mostra la part interna del cor formada de

les quatre cambres, valvules i vasos associats; també es mostren les diferents cél-lules que el formen [1].
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1.2- Estructura del muscul cardiac i el cardiomiocit.

A diferencia del muscul esquelétic, el muscul cardiac és completament aerobic i
gairebé no té reserves energetiques en forma de lipids o glucogen. En conseqiiéncia,
I'aportacié d’oxigen i nutrients a través de la sang ha de ser continua per a poder
satisfer la demanda energetica il-limitada del cor. El cor utilitza acids grassos, glucosa,
lactat i cossos cetOnics per a obtenir energia.

Tant el muscul cardiac com el muscul esqueléetic sdn musculs estriats. Les
cel-lules d’aquests musculs es caracteritzen per la peculiar organitzacié del material
contractil en sarcomers, que les distingeix d’altres cel-lules, tot i que totes tenen
petites quantitats de proteina contractil [2]. Una diferencia morfologica important
entre els musculs cardiac i esquelétic és que cadascuna de les cél-lules que formen el
muscul cardiac (cardiomiocits) funciona de manera independent i el fet que totes les
cél-lules funcionin de manera coordinada s’explica per un seguit d’estimuls eléctrics
gue es transmeten de cel-lula a cel-lula gracies a unes unions especialitzades. El muscul
esqueletic, en canvi, esta format per unes fibres llargues que resulten de la fusio de les
diferents cél-lules durant la embriogénesi, no hi ha punts d’'unié [2].

Els cardiomiocits adults sén cel-lules d’entre 100 i 150um de llargada i d’entre
20 i 35um d’amplada on el material contractil ocupa el 50% del volum total de la
cél-lula i els mitocondris n‘ocupen el 35%. El material contractil esta format per
filaments gruixuts de miosina que formen les bandes A, i filaments prims d’actina que
formen les bandes |, aquests filaments s’empaqueten formant les miofibril-les; donada
la variacio en la llargada de les miofibril-les, els diferents cardiomiocits poden tenir
morfologies diferents [3] (figura 2A).

Els cardiomiocits adjacents s’uneixen per discs intercalars, connectant les
cél-lules veines mitjancant diferents tipus d’unid; els discs intercalars tenen tant la
funcié d’ancoratge del citoesquelet com la d’unié eléctrica dels cardiomiocits adjacents
(figura 2B); una de les principals proteines d’unid en els discs intercalars és la
connexina43 [4]. Les miofibril-les es posicionen en forma de paret, on els punts
d’ancoratge els proporcionen els costamers, plagues de membrana orientades
transversalment riques en vinculina, que encercla la superficie lateral dels
cardiomiocits (figura 2B). A més de mantenir I'organitzacié espacial de I'aparell

contractil, els costamers uneixen mecanicament les cel-lules a la matriu extracel-lular.
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La membrana esquelética, on també s’uneixen els costamers, proporciona i contribueix
a la transmissio de la forca de contraccié. Els costamers, la membrana esquelética i el
citoesquelet s’uneixen a la matriu extracel-lular a partir de proteines de membrana
tals com les integrines i proteines del complexe distrofina-glicoproteina [3].
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Figura 2: Microscopia confocal del muscul cardiac. A) Imatge d’un cardiomiocit, les miofibril-les (estries)
s’han tenyit amb a-actinina, un dels seus components. B) Distribucid de la vinculina en una seccié de
muscul cardiac. Es mostren diverses cél-lules com les de la imatge A unides pels discs intercalars (id). La

vinculina s’estén en la superficie de la membrana plasmatica de les cel-lules (serie de fletxes) [3].

El reticle sarcoplasmic (reticle endoplasmatic en les altres cel-lules) embolcalla
les fibres contractils de forma ordenada i direccional i participa en mantenir I'equilibri
del Ca®" durant la contraccié [2]. El Ca** és el responsable d’activar el mdscul per a la
contraccio, ja que interfereix amb la geometria de les proteines associades amb els
filaments d’actina (tropomiosina i troponines) [5]. Els impulsos nerviosos despolaritzen
la membrana del reticle sarcoplasmic formant canals de Ca**, un cop alliberat, el Ca**
entra en contacte amb el compartiment miofibril-lar per a iniciar la contraccio, passat
I'impuls nervids, el Ca** és captat al reticle sarcoplasmic una altra vegada per a
completar la relaxacié.

La maquinaria de la membrana, doncs, és en gran part la que permet que les
diferents cel-lules funcionin com una unica unitat contractil per a poder produir un
batec cardiac. Aix0 requereix una correcta activacio electrica i una transmissio efectiva

de la forca contractil, de cel-lula a cel-lula, a través del cor.
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1.3- Creixement dels cardiomiocits en el periode postnatal.

Com s’ha dit, el miocardi esta compost de diferents tipus cel-lulars, essent els
cardiomiocits els que ocupen una fraccio més gran, un 75% del volum total del
miocardi. A més dels cardiomiocits, en el miocardi s’hi poden trobar fibroblasts,
cél-lules endotelials i cel-lules vasculars de muscul llis; el creixement d’aquestes
cel-lules no-miocits pot resultar en una remodelacié estructural del miocardi [6]. Tot i
aixo, donat que el volum i la funcid del miocardi depenen principalment dels
cardiomiocits, la proliferacio i creixement d’aquests son els que basicament defineixen
la mida del cor.

A diferéncia de les cel-lules del muscul esquelétic, els cardiomiocits embrionals
segueixen replicant-se tot i expressar gens estructurals especifics de teixit, aixd passa
perque el cor és el primer organ en diferenciar-se en I'embrio, i mentre ja realitza la
seva funcié (bombejar sang a la resta de cos en desenvolupament) ha de continuar
creixent per a poder satisfer les demandes cada cop superiors en la seva funcié [7].
Aixi doncs, el pes del cor augmenta un 306% del dia 1 al dia 12 de vida i el pes total de
I’'animal un 319% durant el mateix periode [8].

La hiperplasia (divisié cel-lular) i la hipertrofia (augment del volum) sén dos
aspectes diferents del creixement cel-lular, i son els que permeten assolir aquest
creixement. Poc després del naixement, els cardiomiocits deixen de proliferar i el
continu augment del pes del cor es deu a un creixement individual dels cardiomiocits
ja existents. Aixi doncs, el creixement dels cardiomiocits en el periode postnatal es pot
dividir en tres fases: fins a dia 6 hi ha hiperplasia, és a dir, augment del nombre de
cel-lules; del dia 6 al 14 hi ha una fase de transicid on té lloc simultaniament la
hiperplasia i la hipertrofia; i finalment després del dia 14 ja només es produeix una
hipertrofia dels cardiomiocits [8, 9]. No s’han trobat diferéncies en el pas de la
hiperplasia a la hipertrofia depenent de la regio del cor [8].

Un fenomen que té lloc en els cardiomiocits és la binucleacid, que consisteix en
una sintesis de DNA amb la conseqlient divisid nuclear no acompanyada d’una divisié
cel-lular (citoquinesi). Aquest fenomen comenca a observar-se cap al dia 4 (figura 21),
on el percentatge del nombre de cel-lules binucleades passa del 4% al 17%. A dia 12,
aquest percentatge ja ha augmentat fins al 90%. Aix0 suggereix que els cardiomiocits

perden I'habilitat de portar a terme la citoquinesi abans de la sortida del cicle cel-lular,
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comportant la formacié de cardiomiocits binucleats [9] (figura 3). La binucleacid, de
fet, es pot considerar un dels primers indicadors morfologics del pas a la hipertrofia

dels cardiomiocits.

Figura 3: Cardiomiocits a diferents
edats. Imatge de cardiomiocits a diferents
edats, en vermell es marca la miomesina, i en
verd els nuclis. Es mostra com a PO i P4 sén
mononucleats i bastant petits i arrodonits, pero
com a partir de P6 comencen a tenir dos nuclis i
créixer en mida, fins arribar a P61, on la cél-lula

és adulta i té la forma final del cardiomiocit [9].

Durant el desenvolupament postnatal tenen lloc un seguit de canvis en
I'expressid genica de gens implicats en la progressio del cicle cel-lular, es tracta en el

punt 6.2.

1.4- Cardiogénesi.

El cor és el primer organ en formar-se en un embrid i ha de funcionar per tal de
suplir 'embrid, que esta en rapid i constant creixement, abans de tenir I'oportunitat de
desenvolupar-se ell mateix en un organ de quatre cambres [10]. Tot i la gran diversitat
de formes que adopten els cossos de les diferents espeécies, existeix un programa
genetic que es conserva en totes les espéecies i que és de vital importancia per a l'inici
del desenvolupament del sistema circulatori, un exemple n’és el tinman/Nkx2.5/Csx
homeobox gen, conservat en Drosophila, Xenopus, pollastre, peix zebra, ratoli i huma
[11]. El sistema vascular d’aquests organismes ha evolucionat tot augmentant la seva
complexitat per tal d’adaptar-se en els ambients especifics; sembla doncs, que els
organismes superiors mantenen els passos morfologics emprats pels organismes
inferiors i després empren altres vies per tal d’aconseguir la complexitat en el cor, tot
afegint noves estructures al cor primitiu dels invertebrats i embrions vertebrats, tals

com les diferents cambres, valvules i el sistema de conduccio [12].
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Els cardiomiocits s’organitzen en forma de tub cardiac linear, on té lloc una
torsid en resposta a un sistema de senyalitzacio axial que estableix una asimetria entre
els axis esquerre i dret de I'embrié. A mesura que el tub cardiac creix, les cambres
comencen a formar-se per una expansié del miocardi deguda a un creixement cel-lular
diferencial a la curvatura del tub cardiac, a més, sembla important per a donar forma a
les cambres que hi hagi un creixement cel-lular orientat (figura 4) [13].

A més del creixement de les cel-lules miocardiques del tub cardiac, existeix una
altra font de cel-lules progenitores cardiaques en els pols del tub, descrit com a regio
iniciadora de cél-lules (heart field): regid6 embrionica on es troben les cel-lules amb
potencial miocardic. S’ha descrit que existeixen dues regions iniciadores amb un origen
comu i que aporten cel-lules en el cor en desenvolupament d’una manera temporal i
espacial especifica. Aixi doncs, existeixen la regié primaria (First Heart Field: FHF) i la
regido secundaria (Secondary Heart Field: SHF). Les cél-lules del FHF contribueixen a
formar els ventricles, auricules i el canal atrio-ventricular; mentre que el SHF
contribueix a formar el tracte de sortida i també esta present en la resta de regions del
cor, excepte el ventricle esquerre (figura 4) [14]. Es possible diferenciar les cél-lules
progenitores provinents de cadascuna de les dues regions perquée les del SHF

expressen marcadors especifics, essent el més conegut Isletl (Isl1) [15].

Cardiac Heart tube Looping heart Chamber formation
crescent E8.0 E8.5
E7.5

Outflow
tract

Arterial
pole Right
¥ ventricle

Primary
heart field

Secondary pole Right

heart field atrium Left

atrium

ventricle

Figura 4: Procés de formacio del cor en ratoli. Esquema del desenvolupament cardiac, els precursors
cardiacs estructurats en forma de mitja lluna formen un tub cardiac linear que amb la torsié acabara
formant el cor madur amb les quatre cambres. En vermell es mostra la localitzacié de les cel-lules del

FHF i en blau la de les cél-lules del SHF [1].
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Les cel-lules del FHF composen una estructura en forma de mitja lluna cap a
E7.5 en I'’embrid de ratoli (corresponent a les 2 setmanes en I’"huma), cap a E8.0 (o0 3
setmanes en huma) aquestes cél-lules formen el tub cardiac primitiu. A mesura que el
tub cardiac es forma, les cél-lules del SHF migren cap al tub i es posicionen per tal de
poblar les diferents zones del cor un cop tingui lloc la torsio [16] (figura 4 ). Un cop en
el cor, les cél-lules del FHF i SHF proliferen en resposta a diferents senyals procedents
de I'endocardi, pero aguests mecanismes sén poc coneguts [13]. El desenvolupament
del tub cardiac en un cor madur amb diferents cambres requereix diversos passos

dependents de programes genetics Unics en vertebrats.

1.4.1- Factors de transcripcié implicats en la cardiogénesi.

El desenvolupament cardiac esta governat principalment per un grup de
families de factors de transcripcié conservats evolutivament, NK2, MEF2, GATA, Tbx i
Hand, que controlen el desti cardiac de les cel-lules, I'expressié de gens codificants per
proteines contractils i la morfogénesi de les estructures cardiaques. Aquests factors de
transcripcid, a més, regulen uns als altres la seva expressio, estabilitzant i reforgant el
programa genic cardiac [17] (figura 5). L'estudi dels fenotips de les mutacions en
diferents gens codificants de factors de transcripcié miocardics mostra que no hi ha un
Unic factor responsable de la diferenciacié dels cardiomiocits. Aquests mutants
desenvolupen un cor, perdo mostren importants defectes en la morfogenesi del tub
cardiac, sovint caracteritzats per la perdua de cambres o I'‘aturada en el
desenvolupament durant la fase de torsid [14].

El gen homeobox més important de la familia NK2 és el factor de transcripcid
Nkx2.5, anomenat tinman en Drosophila [11]. Es el primer marcador cardiac identificat
en els embrions vertebrats, la seva expressié en ratoli es detecta a partir del dia E7.5 i
es manté durant tot el desenvolupament i el cor adult [18]. La generacié del ratoli
deficient en Nkx2.5, letal en estadis embrionals, va mostrar que és necessari per a la
diferenciacié terminal dels cardiomiocits, com ara I'expressié de gens ventriculars, i
que el seu paper en la diferenciacié cardiaca és crucial per al desenvolupament normal
del miocardi embrional, evidenciat per la inhabilitat d’aquesta estructura cardiaca

deficient en Nkx2.5 per a iniciar la torsié del tub cardiac [19].
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S’han identificat altres membres de la familia NK2 en els cors vertebrats, pero la
seva expressio és transitoria, no es conserva entre diferents espécies i no se n’ha
estudiat la seva funcié en detall [20].

Els factors de transcripcio de la familia GATA també intervenen en la
diferenciacié de les cel-lules cardiaques. Existeixen sis gens GATA en vertebrats, dels
guals tres (Gata-4, Gata-5 i Gata-6) s’expressen en el cor en desenvolupament [21].
S’ha trobat que els membres GATA sén reguladors de la cardiogénesi en diversos
models, per exemple, les cel-lules mare embrionals sense Gata-4 tenen una capacitat
de diferenciacidé cardiaca molt reduida [22] i en el peix zebra les mutacions a Gata-5
donen lloc a una incorrecta diferenciacié cardiaca [23]. Més recentment s’ha trobat
que els gens GATA regulen directament la transcripcido dels gens de proteines
contractils i d’altres gens reguladors com Mef2 i Hand [17].

Els membres de la familia de MEF2 (Myocyte-enhancer factor-2) sén els factors
de transcripcid més antics, conservats en moltes espeécies i especifics de muscul [24].
S’expressen en precursors cardiogénics, cardiomiocits i també en cel-lules dels musculs
esqueletic i llis. A mesura que les cel-lules musculars s’han anat diversificant han
esdevingut un component central de la regulacié genica muscular, i sén I'Gnica familia
de factors de transcripcié coneguda associada amb la diferenciacié de tots els tipus de
cél-lules musculars. En les cel-lules musculars cardiaques, cooperen amb els factors de
transcripcid centrals per tal de regular I'expressié dels gens de proteines contractils
[24], i es requereixen, en general, per a la transcripcid de gens necessaris per a la
diferenciacié i creixement dels cardiomiocits [25]. En el muscul cardiac, els gens Mef2
estan sota el control de les proteines NK2 [14]. En vertebrats s’han descrit quatre
membres: Mef2-A, B, C, D. L'estudi del mutant de Mef2c ha evidenciat que és
necessari per a |'activacié de gens de proteines contractils i la formacié d’estructures
cardiaques derivades del SHF, com el ventricle dret [26], la seva funcid, en canvi, no és
essencial per al creixement postnatal i la funcid del muscul estriat [27]. Per contra,
Mef2a i Mef2d sén importants per a la biologia postnatal del cor; els ratolins deficients
en Mef2a (la variant més abundant en el cor adult [28]) tenen una desorganitzacio
important dels mitocondris, dilatacid del ventricle dret i moren poc després del
naixement [29]; mentre que Mef2d esta implicat en la resposta del miocardi adult a

I'estres, sense cap contribucid evident en el desenvolupament cardiac [30]. La
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transcripcio dels gens Mef2 és estimulada mitjancant la senyalitzacido per
Calci/Calmodulina, a través de I'activacio de la fosfatasa Calcineurina [31]. Resultats
previs del nostre grup mostren que la traduccié de les proteines Mef2 és induida per
estimuls hipertrofics, mentre que la seva transcripcio no es veu afectada. A més,
mostren que aixo es porta a terme mitjangant la via de la Calcineurina i d’'una manera
dependent de Polypyrimidine Tract Binding Protein (PTB) [32].

Les PTB son una familia de proteines que interaccionen amb el RNA, que tenen
funcions importants en la maduracié del RNA i traduccid proteica i sGn conegudes pel
seu rol en la regulacié del splicing alternatiu en molts transcrits [33], incloent els que
codifiquen per proteines sarcomeériques tals com la B-tropomiosin o la a-actinina [34].
A més de la seva funcio en les variants de splicing, resultats previs del nostre grup
demostren la implicacié de PTB en la traduccio de les proteines apoptotiques durant la
diferenciacié dels cardiomiocits [35]. Tot aix0 suggereix que PTB té una contribucio
important en el control post-transcripcional dels gens durant la diferenciacié muscular.
Un exemple d’aquesta funcié en la diferenciacido muscular és el paper que juga PTB en
el splicing alternatiu dels gens Mef2. Resultats previs del nostre grup indiquen que PTB
evita la inclusido d’un exé anomenat B en els transcrits de Mef2 [36], aquest exd el
converteix en una variant amb una activitat transcripcional més forta, i a més, la
inclusio d’aquest exd augmenta durant la diferenciacio [28]. Finalment, en el mateix
treball del nostre grup [36] es mostra com ['expresssid de PTB cau durant la
diferenciacié dels cardiomiocits i ho fa d’'una manera dependent de caspases i on hi
esta implicada I’activitat de cFLIP (FLICE-like inhibitory protein) i HDAC (Class Il histone
deacetylases).

Existeixen com a minim set gens de la familia Tbx amb expressio cardiaca en els
amniotes. El més destacat és Tbx5, la manca del qual suposa problemes en la regio
posterior del cor, d’on deriven les auricules, i també en la formacié del sistema de
conduccidé cardiac [37]. També s’ha descrit que Tbx20 i Tbx2, i Tbx3 estan implicats en
la correcta formacio dels ventricles i el sistema de conduccié respectivament [38].

La duplicacié genica durant I'evolucié ha permes augmentar el nombre de gens
codificants d’aquests factors de transcripcio, aquestes duplicacions han fet possible la
modificacid o adquisicido de noves estructures i funcions cardiaques [17]. La correlacid

entre la duplicacié genica i la complexitat cardiaca es fa evident en els gens Hand, que
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regulen el creixement ventricular [39]. Els amfibis i peixos, que tenen un Unic ventricle,
només expressen un gen Hand, en el peix zebra la manca de Hand impossibilita la
formacié del ventricle [40]. En ratoli, en canvi, s’expressen dos gens Hand: Handl i
Hand2, en el FHF i SHF respectivament [14]. Els ratolins sense Hand2 no formen el
ventricle dret [41] i les cél-lules mare embrionals sense Handl sén incapaces de
contribuir a la curvatura del cor que forma el ventricle esquerre [42]; finalment, la
delecio de Hand2 i Nkx2.5, que regula I'expressio de Hand1 en el FHF, elimina les dues
cambres ventriculars produint un cor format Unicament d’auricula [43]. Aixi doncs, la

duplicacié de les cambres ventriculars durant I'evolucié es correspon amb la duplicacio

Inductive Inductive
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Upstream Upstream
Secondary Primary
: activators activators i
LN (isi1, Foxn1) [l (N5, GATAS) REGRED]

Growth and < Core regulatory network > Growth and
patterning genes (NK2-MEF2-GATA-Tbx-Hand) patterning genes

v

Muscle genes

dels gens Hand.

Four-chambered heart

Figura 5: xarxa de factors de transcripcié en el desenvolupament cardiac. Els senyals inductors
activen factors de transcripcid en el FHF i SHF, que al seu torn activen gens del grup central, aquests es
regulen entre ells per tal d’activar gens especifics de muscul i gens que controlen el creixement. En blau:

FHF, en rosa:SHF [17].

Les cel-lules musculars cardiaques dels ventricles dret i esquerre depenen del
mateix grup de factors de transcripcié per a la diferenciacié dels cardiomiocits i
I'expressié de proteines contractils, pero els activadors d’aquesta xarxa genica
difereixen en les cel-lules del FHF (déna lloc al ventricle esquerre) i SHF (ventricle
dret). L'adicié del SHF ha requerit una nova senyalitzacid per activar el mecanisme

central de transcripcié (figura 5). Isll, que com abans s’ha dit s’expressa
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especificament en el SHF, activa el gen Mef2c en el SHF [44]. Donat que Isl1 no és
especific del teixit cardiac, la seva inicial activacid requereix I'accié d’altres factors,
aquests poden ser els factors GATA i Nkx2.5. Foxh1 (Forkhead box protein H1) és un
altre factor de transcripcié que pot activar Mef2c en el SHF, mitjancant una via
independent a Isl1 [45]. Mutacions en Isl1l, Mef2c o Foxhl, resulten en problemes
cardiacs relacionats amb el SHF, demostrant la dependéncia entre aquests reguladors

cardiogenics [15, 26, 45].

2- Apoptosi

L'apoptosi és un procés de mort cel-lular programada conservat evolutivament,
ordenat, rapid i essencial per al desenvolupament embrionari i I’homeostasi tissular
dels organismes pluricel-lulars. Es desencadena en resposta a un estres cel-lular que
pot ser tant fisiologic com patologic, permetent I'eliminacié de cél-lules produides en
excés, velles, mal formades o amb danys genetics. La primera definicié de I'apoptosi va
ser el 1972, quan Kerr et al. van descobrir un tipus de mort cel-lular diferent de la
mort necrotica (causada principalment per estimuls nocius i que es caracteritza per la
distorsié i degradacié dels organuls que acaben induint una inflamacié cel-lular) [46].
Durant I'apoptosi, la morfologia cel-lular s’altera: hi ha una reduccié del volum de la
cel-lula, es condensa la cromatina, es fragmenta el nucli i es degrada el DNA, la funcié
mitocondrial es perd, i llavors es formen cossos apoptotics i la cel-lula és fagocitada i
degradada; tot aix0, sense resposta inflamatoria [47].

El control del nombre correcte de cel-lules esta determinat per un balang entre
la proliferacié cel-lular i la mort cel-lular, tan important i complexa és la regulacié de la
proliferacié com de la mort cel-lular. Els defectes, tant per excés com per manca, en
I’apoptosi, poden causar diferents tipus de patologies. Aixi doncs, la manca d’apoptosi
contribueix a la progressié del cancer, malalties autoimmunes i infeccions virals,
mentre que un excés d’apoptosi esta implicat en les malalties neurodegeneratives,

problemes de les cel-lules sanguinies i VIH [48].
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2.1- Caspases.

La majoria dels canvis morfologics que caracteritzen I'apoptosi estan causats
per un grup de proteases, homologues les unes amb les altres i que s’han conservat
evolutivament des dels nematodes, hidres i insectes fins als humans [49]. La
participacié en 'apoptosi d’'una proteasa amb una cisteina al centre catalitic essencial
per a la seva activitat, CED-3, es va descobrir en el nematode C.elegans [50], des de
llavors s’ha demostrat que el mecanisme de I'apoptosi s’ha conservat evolutivament, i
s’executa per una familia de proteases que talla els seus substrats després dels residus
Aspartat, d’aqui el seu nom: Cistein-dependent Aspartate-directed proteases o
caspases [51]. S’han identificat 14 caspases en mamifers, 11 de les quals també en el
genoma huma [52].

Les caspases es sintetitzen en forma de precursors inactius, anomenats
zimogens. Aquests zimogens estan formats de tres dominis: el prodomini N-terminal i
els dominis p20 i p10, que es troben en I'enzim madur i actiu. L’'enzim madur és un

heterotetramer que conté 2 heterodimers p20/p10 i dos centres actius [52].
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Figura 6: mecanismes d’activacio de les caspases. A) Activacio de la procaspasa mitjangant una caspasa

ja activa. B) Activacid per proximitat. C) Formacié d’un holoenzim [49].
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La majoria de caspases s’activen per un tall proteolitic del zimogen entre els
dominis p20 i p10, i sovint també entre el prodomini i el domini p20; cal destacar que
tots aquests talls es produeixen en llocs Asp-X (llocs candidats a ser substrat de les
caspases), per tant, és possible que hi hagi una activacié autocatalitica [53]. S’han
descrit basicament tres mecanismes d’activacié de les caspases (figura 6). El primer
mecanisme és el més simple i consisteix en I'activacié d’una procaspasa per mitja
d’una caspasa ja activa. Un segon tipus d’activacidé és per mitja de la proximitat, es
produeix una agregacid de multiples molecules procaspasa que d’alguna manera,
resulta en una cros-activacié [49]. L'dltim mecanisme descrit és el més complex, esta
descrit per la Caspasa 9 i consisteix en la formacido d’un holoenzim; en aquesta
activacioé no hi ha proteolisi sind un canvi conformacional: Apaf-1 (Apoptotic-Protease
Activating Factor-1) recluta la procaspasa 9, i depenent de citocrom c i ATP formen un
complex anomenat apoptosoma [54].

Les caspases es poden classificar segons la seva estructura en caspases de
prodomini llarg (caspasa 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 i 12) i caspases de prodomini curt
(caspasa 3, 6, 7 i 14). Els prodominis llargs tenen uns motius d’interaccié proteina-
proteina, necessaris i importants per a la seva activacid, com sén el domini CARD
(caspase-activation recruitment domain) en les caspases 1, 2,4, 5,9, 11i 12 i el domini
DED (death effector domain) en les caspases 8 i 10 [55]. Els dominis DED i CARD
sembla que tenen un mateix origen ancestral i la seva estructura s’adapta
perfectament a la seva funcid de facilitar les interaccions proteina-proteina [56] (figura
7). Les caspases de prodomini curt s’activen a partir d’una caspasa ja activa, mentre
que les de prodomini llarg s’activen tipicament pel mecanisme de la proximitat, descrit
sobretot per la Caspasa 8 [57] (figura 6).

Les caspases també es poden classificar segons la seva funcid, de les 14
caspases descrites en mamifers, s’ha trobat que 7 tenen importancia durant I'apoptosi
(figura 7). Les caspases apoptotiques es poden dividir en dues classes: caspases
iniciadores (caspasa 2, 8, 9i 10), que son caspases de prodomini llarg i inicien el procés
de mort; i caspases efectores o executores (caspasa 3, 6 i 7), de prodomini curt i que
son els autéentics efectors apoptotics, responsables de tallar i activar les molecules

implicades en la mort cel-lular [58].
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Figura 7: caspases apoptotiques en mamifers. Esquema de les caspases apoptotiques en mamifers, la
fletxa negra indica el primer tall dins la cadena, i les fletxes grises indiquen altres talls que poden
modular I'activitat de les caspases. Es mostra també com el prodomini de les caspases iniciadores conté

zones d’interaccié DED i CARD necessaries per a la seva activacio [58].

2.1.1- Inhibicié de les caspases mitjancant IAPs.

Es pot aturar I'activitat de les caspases principalment per dues vies, mitjangant
la senyalitzacid per ubiquitina seguida de la degradacié al proteasoma, o bé mitjancant
la inhibicid de la seva activitat enzimatica [59]. La familia de proteines inhibidores de
caspases son les IAP (Inhibitor Apoptosis Protein) [60]. Existeixen 8 proteines IAP en
mamifers, entre les quals destaca XIAP (X-link IAP); en mamifers, les IAP son capaces
d’inhibir les caspases efectores 3 i 7 i la caspasa iniciadora 9. La unitat funcional de les
IAP és la repeticid BIR (Baculovirus IAP repeat), existeixen diferents dominis BIR, aixi
doncs, en la XIAP el domini BIR3 inhibeix I'activitat de la caspasa 9 activa, mentre que
els dominis BIR1 i BIR2 inhibeixen les caspases efectores 3i 7 [61].

Les vies d’apoptosi contenen molts mecanismes d’amplificacio, com ara que les
mateixes procaspases siguin substrats de les caspases. Les molecules IAP actuen com a
una mena de protectors de la cel-lula en front una activacié accidental de caspases,

que podria desencadenar la mort apoptotica.
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2.2- Vies d’induccio de la mort apoptotica.

En les célllules dels mamifers, la resposta apoptotica es pot iniciar per
principalment dues vies diferents, la via intrinseca o mitocondrial i la via extrinseca o
de receptors de mort, totes dues dependents de les caspases i que es diferencien en
I’estimul de mort que les desencadena (figura 8). També hi ha una tercera via, menys

coneguda, que és la via independent de caspases.

Caspase-8

6 Truncated bid Q /
Procaspase-3

Cylcchrome c

Smac/DIABLO

Procaspase-9

1APs
Apoptotic substrates

Figura 8: principals vies apoptotiques. Esquema que mostra les principals vies d’activacio de
I'apoptosi, la via extrinseca (esquerra) i la intrinseca (dreta). Es mostra també on actuen els principals

inhibidors, IAP i FLIP i com convergeixen les dues vies al final de I'activacid [49].

2.2.1- Via extrinseca.

La via de receptors de mort s’inicia amb I’activacié d’un dels receptors de mort
transmembrana, que mitjancant la unié del seu lligand pateix un canvi conformacional
que inicia la cascada de senyalitzacio. Els principals receptors de mort sén CD95 o Fas
(el seu lligand és CD95L o FasL), TNFR-I (Tumor Necrosis Factor-l Receptor) i els

receptors de mort de TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) [62]. Degut a la

24



Introduccio

unio del lligand al seu receptor es forma un complex lligand-receptor que s’unira a
molecules adaptadores citosoliques com FADD (Fas-Associated Death Domain Protein),
mitjancant els seus dominis de mort (DD), que permetra reclutar diferents molécules
de procaspasa 8. Aquesta unido forma un complex anomenat DISC (Death-Inducing
Signalling Complex), la formacié del qual activa la Caspasa 8 iniciadora mitjanc¢ant el
model de proximitat (figura 6) [63].

Un cop activada la Caspasa 8, aquesta pot activar les caspases efectores 3 i 7,
gue al seu torn iniciaran els esdeveniments que portaran a la mort apoptotica de la
cél-lula, com ara la degradacié del DNA mitjangant CAD (Caspase-Dependent DNase),
gue és una endonucleasa activada per les caspases que degrada el DNA nuclear
impedint la recuperacio de la cél-lula (figura 8) [64].

Un component addicional d’aquesta via apoptotica és la proteina anomenada
FLIP (FLICE-inhibitory protein). Aquesta té dues formes: FLIPs, que conté dos dominis
de mort, i la forma FLIP(L), que a més, conté un domini caspasa on el residu cisteina
del centre actiu s’ha substituit per una tirosina, és un homoleg de Caspasa 8 sense
activitat proteolitica. FLIPs i FLIP(L) interaccionen amb FADD desplacant la Caspasa 8

del complex DISC tot inhibint I'apoptosi en tots els tipus de receptors de mort [65].

2.2.2-Viaintrinseca.

El rol dels mitocondris en I'apoptosi es va trobar gracies a la identificacié de
diverses proteines mitocondrials capaces d’activar directament el programa apoptotic.
Normalment aquestes proteines es troben en I'espai intermembrana dels mitocondris,
pero en resposta a diferents estimuls apoptotics son alliberades al citosol i promouen
I’apoptosi, tot activant les caspases i nucleases [66]. Aixi doncs, a diferencia de la via
extrinseca, que es déna en resposta a un grup especialitzat de senyals de mort, la via
intrinseca s’inicia degut a una amplia varietat d’estimuls intracel-lulars i extracel-lulars,
com son la péerdua d’adhesid, la manca de factors trofics o de supervivencia, I'estrés
oxidatiu i el dany al DNA.

En resposta a aquests estimuls de mort, la membrana externa mitocondrial
esdevé permeable (MOMP: mitochondrial outer-membrane permeabilization) i
s’allibera citocrom c, que iniciara la cascada apoptotica [67]. El citocrom ¢ s’uneix a

Apaf-1, una proteina citosolica que conté un domini d’unié amb caspasa anomenat
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CARD; gracies a la unié de citocrom c, Apaf-1 guanya afinitat per I'ATP i quan I’ATP
s’uneix al complex citocrom c/Apaf-1 té lloc una una oligomeritzaci6 que forma
I'apoptosoma [68]. Els dominis CARD de I'Apaf-1 sén exposats en |'apoptosoma, i
reclutaran molécules de procaspasa 9 en el complex, tot facilitant la seva activacié [54]
(figura 6). La Caspasa 9 activa és la responsable d’activar les caspases efectores 3 i 7,
gue processaran els substrats que donaran lloc als canvis morfologics que caracterizen
I’apoptosi. Les vies intrinseca i extrinseca convergeixen en aquest punt, en I'activacié
de les caspases efectores.

A més de citocrom ¢, durant I'apoptosi també s’allibera al citosol una altra
proteina anomenada Smac/Diablo (Second Mitochondrial-derived Activator of
Caspases) [69]. Aquesta, a través del domini BIR3 s’uneix a XIAP (inhibidor de caspasa
9) tot inhibint-la i, per tant, reactivant I'apoptosi [70]. A més d’unir-se al domini BIR3,
Smac també té cert efecte sobre BIR2 (motiu d’unié de XIAP a les caspases 3 i 7), per
tant, també pot aturar la inhibicié de les caspases efectores per XIAP, tot i que amb
menys intensitat que per Caspasa 9 [59] (figura 9). Aquest sistema directe de
competicid i exclusio entre Smac i les caspases actives suggereix un interessant control
del sistema, ja que alts nivells de IAP inhibiran les caspases actives de I'apoptosoma,
pero quan el dany al mitocondri sigui sever, s’alliberara més Smac, juntament amb
citocrom ¢, que eliminara la inhibicié per IAP i permetra prosseguir amb I'apoptosi
[66].

El punt d’integracio entre la via de receptors de mort i la via mitocondrial es
deu a BID, un membre pro-apoptotic de la familia Bcl-2 (apartat 2.2.2.1). La caspasa 8
media el tall de BID, que augmenta la seva activitat pro-mort, i resulta en la seva
translocacié al mitocondri, on promou la sortida de citocrom c. [71]. Majoritariament,

pero, les dues vies funcionen independentment una de l'altra.
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Figura 9: esquema dels mecanismes d’inhibicid i activacié per Smac de les caspases. A I'esquerra es
mostra com Smac reactiva la caspasa 9 mitjancant la unid a BIR3. A la dreta es mostra com es reactiven

les caspases efectores quan Smac s’uneix al domini BIR2 [59].

2.2.2.1. Familia de proteines reguladores de I’apoptosi, Bcl2.

La familia de proteines Bcl2 s’ha estudiat intensament degut a la seva
importancia en la regulacié de I'apoptosi i la tumorogénesi, ja que controlen el punt de
no-retorn per a la supervivéncia de la cel-lula, la MOMP [72]. El gen Bcl-2 (cél-lula B del
limfoma-2) es va descobrir en els limfomes fol-liculars de les cel-lules B, d’aqui el seu
nom [73]. | poc després, es va introduir un nou concepte en la carcinogenesi, que és
que la sobreexpressié de Bcl-2 no promou la proliferacié cel-lular, tal com fan la
majoria d’oncogens, sind que la seva sobreexpressio inhibeix la mort cel-lular,
identificant, doncs, el primer regulador apoptotic [74].

En mamifers es coneixen una dotzena de proteines de la familia Bcl2, incloent
la proteina Bcl-2 i altres proteines amb una estructura tridimensional o bé una
estructura secundaria similars. El primer homoleg pro-apoptotic, BAX, es va identificar
per la seva interaccié amb Bcl-2 [75], i el ratio entre molécules anti/pro-apoptotiques,
com Bcl-2/BAX constitueix un mecanisme de control de la susceptibilitat de I'apoptosis
mediada per la via intrinseca, que utilitza els mitocondris per amplificar els senyals de

mort [63]. La familia Bcl2 es pot dividir en tres subclasses, definides en part pel grau
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d’homologia en les quatres regions BH (Bcl-2 homology): BH1, BH2, BH3 i BH4. (figura

10).
Anti-apoptotic Bel-2 proteins Figura 10: esquema dels membres de
B4 aH3 BHL | BH2 ™ la familia Bcl-2. La figura mostra el grau

d’homologia entre els tres grups de la familia
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Teapoptoteche protems Bcl-2, els membres anti-apoptotics (com Bcl-2 i
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BH3 BRI BH2 ___ M _]
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BH3 ™ |  transmembrana [76].

- El primer grup el formen els membres anti-apoptotics Bcl-2, Bcl-y, Mcl-1, A1,
Bcl-B i Bcl-W; aquests conserven I’homologia en els quatre dominis i actuen
segrestant molécules pro-apoptotiques [77].

- El segon grup el formen els membres pro-apoptotics BAX, BAK, BAD i BOK,
aquests conserven els dominis BH1-3; en concret les proteines BAX i BAK sén
crucials per a induir la MOMP i el conseqiient alliberament de molecules
inductores de I'apoptosi [78]. Després d’un senyal de mort, BAX s’insereix en la
membrana externa mitocondrial, BAK (que ja es troba a la membrana) també
s’activa i s'indueix la seva oligomeritzacié que resulta en la permeabilitzacié de
la membrana. El mecanisme precis de I'activacié de la MOMP no es coneix,
pero esta ampliament acceptat que I'oligomeritzacié de BAX i BAK pot originar
els porus per on s’alliberaran el citocrom c i la resta de molecules inductores de
I"apoptosi [79].

- L’dltim grup el formen les proteines que només tenen el domini BH3 (BH3-
only), i inclou: BID, BIM, BAD, BIK, NOXA, PUMA, HRK i BMF, sdn també pro-
apoptotiques i tenen un paper important en el desenvolupament, I’homedstasi
tissular, la immunitat i la supressié tumoral [80]. Hi ha estudis que indiquen que
les proteines del grup BH3 s’uneixen a Bcl-2 i Bcl-x. tot impedint que aquestes
puguin unir-se a BAX i BAK i inactivar-les [81]. Per contra, un altre model

postula que les proteines BAX i BAK sén activades directament per les proteines
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BH3-only BIM, BID i PUMA [82]. Aixi doncs, sigui directa o indirectament,
I'activacié d’aquestes molecules, resulta en I'activacié de BAX i BAK, que sén

necessaries per a I’execucié de I'apoptosi.

2.2.3- Via independent de caspases.

Tot i que no hi ha dubte que una activacié massiva de les caspases és suficient
per a la induccié de la mort cel-lular, estudis realitzats amb inhibidors indiquen que la
inhibicid de les caspases sovint no és suficient per a evitar la mort [83]. Quan aix0
passa, té lloc una mort semblant a la mort apoptotica classica perd amb algun aspecte
morfologic diferent, no hi ha una condensacid total de la cromatina ni formacio de
cossos apoptotics, perd també hi ha una fragmentacié total del DNA, tot i que la
nucleasa CAD no sembla estar-hi implicada, com si que ho esta en la via caspasa-
dependent [84]. Aixi doncs, es podria dir que la mort independent de caspases és una
perdua de la viabilitat de la cel-lula, induida per condicions pro-apoptotiques, que
utilitza les mateixes moléecules per a iniciar la mort que I'apoptosi i que té lloc tot i la
inhibicid o disrupcié de la funcié de les caspases [85].

Les particules que s’alliberen dels mitocondris durant la MOMP tenen diferents
efectes: activacié de les caspases, condensacid de la cromatina, fragmentacié del DNA i
generacio d’especies reactives d’oxigen (ROS) [86]. En condicions normals, |'activacio
de les caspases mitjancant I'alliberament de citocrom c i la formacid de I'apoptosoma
és suficient per a assegurar una mort cel-lular, perd en contextos on no es poden
activar les caspases, son altres constituents mitocondrials que s’han alliberat
mitjangant la MOMP els que actuaran per a que tingui lloc la mort cel-lular, aquest és
el cas de AIF (Apoptosis-inducing Factor), Endo G (Endonuclease G) i també
HTRA2/OMI (High-temperature-requirement protein A2) [83]. La figura 11 mostra la
convergencia entre la via independent de caspases i la via intrinseca dependent de

caspases.
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- AIF: AIF és una flavoproteina que durant la mort cel-lular passa del mitocondri

al nucli, on causa la condensacio de la cromatina i la fragmentacio del DNA [88],
no obstant, no esta clar si la fragmentacido del DNA la porta a terme
directament AIF o bé una altra proteina amb la qual esta associat, ja que AIF no
té, per si mateix, activitat nucleasa. A més de la seva funcid com a executor
apoptotic, AIF en la seva forma mitocondrial participa en la formacid i correcta
activitat del complex-1 de la cadena respiratoria [89], per tant, en ser alliberat
dels mitocondris, contribueix a la mort independent de caspases de dues
formes: afectant la funcié mitocondrial i induint la degradacié de la cromatina.

- EndoG: EndoG és la principal endonucleasa de ['espai intermembrana
mitocondrial, es creu que participa en la biogénesi mitocondrial mitjancant la
regulacié de la sintesi i reparacid del DNA mitocondrial [90, 91]. Igual com
passa amb AIF, EndoG s’activa especificament per estimuls apoptotics, és
alliberada del mitocondri al citosol i finalment es transloca al nucli, on tallara el
DNA en fragments nucleosomals independentment de les caspases [92].

- HTRA2/OMI: HTRA2/OMI és una serina proteasa que s’allibera al citosol
juntament amb AIF i EndoG. Quan és sobre-expressada, s’indueix una mort
cel-lular que no es pot inhibir amb inhibidors de caspases i on no s’hi troba
activitat caspasa [93]. HTRA2/OMI actua unint-se i inhibint a XIAP i, per tant,

reactivant la via caspasa; tot i aix0, quan s’ha estudiat la manca d’aquesta
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proteina el que s’ha vist és neurodegeneracid, possiblement deguda a un estrés
mitocondrial [94]. Aix0 indica que possiblement la principal funcié de
HTRA2/OMI és mantenir la fisiologia mitocondrial més que no pas regular

activament la mort cel-lular mitjancant la seva interaccié amb XIAP.

3- Implicacid de I'apoptosi en el desenvolupament.

3.1- Regulacio dels gens apoptotics durant el desenvolupament.

Diferents estudis demostren que en alguns organs els nivells d’expressié dels
gens de la via apoptotica varien en funcid de l'estadi de desenvolupament. Entre
aquests estudis hi ha un estudi del nostre grup que descriu I'expressidé dels gens
implicats en la senyalitzacié6 dependent de caspases i mostra com durant el
desenvolupament postnatal té lloc un silenciament d’aquests gens en el fetge i
sobretot en el cervell i en el cor [95].

Doss et al. van fer un analisi global del transcriptoma de cardiomiocits derivats
de cel-lules mare embrionals [96]. L'estudi transcriptomic portat a terme comparava
les cel-lules mare en procés de diferenciaci6 amb els cardiomiocits totalment
diferenciats i caracteritzats, els resultats més destacats indiquen que en els
cardiomiocits hi ha un enriquiment en els gens del citoesquelet cardiac, gens del
metabolisme d’acids grassos, gens implicats en la respiracid i obtencié d’ATP i gens de
regulacio de la mida cel-lular, tots ells necessaris per a portar a terme la seva funcié
fisiologica. Mentre que d’entre els gens sota-expressats en els cardiomiocits destaquen
els gens de cicle cel-lular i els gens apoptotics. Aixd suporta el fet que els cardiomiodcits
han desenvolupat mecanismes de citoproteccio i supervivencia cel-lular, degut també
a I'abséncia de divisié cel-lular [97].

Com s’ha explicat anteriorment, Apaf-1 i Bim sén gens pro-apoptotics
importants en la via intrinseca regulant l'activacié de les caspases executores.
Diferents estudis demostren una important repressio de I'expressié d’aquests gens i de
Caspasa 3 entre els dies 10 i 15 postnatals en el cervell, cor i muscul esquelétic, teixits
formats basicament de cel-lules completament diferenciades on I'activitat dels gens

apoptotics per al desenvolupament ja no és necessaria i on, a més, aguesta manca de
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mediadors de l'apoptosi pot significar una mesura de proteccid contra pérdues
cel-lulars irreversibles [98, 99] . Altres estudis demostren també la repressié d’aquests i
altres gens apoptotics en altres teixits, tals com la retina postnatal [100, 101]. Pel que
fa al moment en que es produeix la repressid d’aquests gens, els estudis coincideixen
en que té lloc a nivell de transcripcio, ja que es troben reprimits tant els nivells de
mRNA com de proteina [95, 98]. Un teixit on no té lloc aquesta repressid genica és el
timus, on continuament hi ha desenvolupament de cel-lules T i la preséncia dels gens
apoptotics és necessaria per a la seleccidé negativa i positiva dels timocits en
desenvolupament [98].

Yaklovev et al. varen suggerir que després del dany al cervell té lloc una
activaciéo de Caspasa 3 [102], els analisis de I'expressié de Caspasa 3 i Apaf-1 en el
cervell danyat demostren que el dany al cervell comporta una reactivacié d’aquests
gens, ja que n‘augmenta |'expressié quan es compara amb teixit sa [99]. Per contra,
estudis del nostre grup demostren que després de sotmetre els cardiomiocits a una
font d’estres, mitjancant inductors d’hipertrofia i mitjancant condicions d’isquemia, no
es pot reactivar la maquinaria apoptotica, no hi ha canvis en I'expressié de gens
apoptotics [95]. Aixd0 suggereix que els cardiomiocits adults perden [’habilitat
d’expressar gens que regulen la via apoptotica dependent de caspases. Estudis
complementaris demostren que el dany al DNA causat per les condicions d’isquémia es
deu a un dany mitocondrial, que permet I'alliberament EndoG i AIF, principals
responsables d’aquesta degradacié del DNA, i per tant, té lloc una activacié de la via
apoptotica indepedent de caspases [103, 104], indicant doncs que després de la
diferenciacid, els mecanismes independents de caspases substitueixen les caspases en
el dany cel-lular isquemic dels cardiomiocits.

En resum, en els teixits formats principalment de cel-lules totalment
diferenciades, el procés de diferenciacié va acompanyat d’un silenciament dels gens
apoptotics, que en el cas de les cél-lules del cervell sén re-activats després del dany,
pero en els cardiomiocits el que es produeix és una activacié dels mecanismes

independents de caspases.
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3.2- Importancia de I'apoptosi en el desenvolupament.

Glicksmann va articular per primera vegada que |'apoptosi té un paper
important en el desenvolupament dels animals [105]. Les funcions essencials de
I’apoptosi en el desenvolupament sén la formacié i eliminacié d’estructures, el control
del nombre de cel-lules i I'eliminacio de les ceél-lules anormals [106]. A tall d’exemple,
I"'apoptosi és important per a la formacid d’estructures tals com els dits de les mans i
peus, per a eliminar estructures innecessaries com les cél-lules mamaries en els
mascles mamifers i per eliminar cel-lules amb mutacions que poden donar lloc a
creixements incontrolats [107]. El descobriment de les funcions dels diferents gens
apoptotics en el desenvolupament ha estat possible mitjancant I'estudi de models
deficients en dits gens.

La mutacio d’Apafl suposa greus problemes de desenvolupament, tal i com
s’ha demostrat amb l'estudi de ratolins mutants per Apafl [108, 109]. La manca
d’Apafl és letal en estadis embrionals, sobre E16,5; I'analisi dels embrions ha revelat
gue aquests ratolins tenen un defecte important en la fusié de les estructures craneo-
facials, a més, mantenen les cél-lules interdigitals degut a un insuficient nivell
d’apoptosi i la seva retina té hiperplasia, ocupant gran part de la cavitat ocular. El
principal problema, pero, sembla ser la distorsié morfologica que presenten al cervell,
causada per una hiperplasia, formada d’un excés de cél-lules neuronals en
diferenciacié que s’han acumulat per la manca d’apoptosi en el cervell. Per contra, no
presenten problemes en altres organs com el cor, fetge i pulmé.

Caspasa 3 també s’ha demostrat que té importancia en el desenvolupament
[110]. Els animals deficients en aquest gen neixen amb una freqliencia més baixa de
I’esperada, i els que ho fan, moren entre una i tres setmanes després. Les principals
anomalies que presenten aquests animals sdn, una altra vegada, en el cervell, que
presenta masses protuberants degut a I'excés de cel-lules que comporta la manca
d’apoptosi. El fet que no hi hagi anomalies en el cor, pulmé, fetge, ronyd i melsa
suggereix que altres proteases de la mateixa familia que es troben co-expressades en
aquests teixits o tipus cel-lulars puguin tenir un paper important durant 'apoptosi i
aquesta redundancia pugui compensar la manca de Caspasa 3. Un fenotip molt
semblant és el que presenten els animals deficients en Caspasa 9 [111], la seva manca

suposa la mort en estadis embrionals i la principal causa sembla una malformacio en el
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cervell deguda a una acumulacio de cel-lules supernumeraries. La similitud entre els
fenotips dels mutants de Apafl, Caspasa 3 i Caspasa 9 demostra que tots tres gens es
troben en la mateixa via d’activacié apoptotica.

La manca del membre anti-apoptotic Bcl-X, també s’ha demostrat que suposa
problemes en el desenvolupament [112]. Aquesta mutacié és letal en estadis
embrionals i esta causada principalment per un excés d’apoptosi en les zones del
cervell i la medul-la espinal amb neurones en diferenciacio, i també per un excés
d’apoptosi en el sistema limfoide, amb un nombre insuficient de limfocits i timocits.

Els ratolins deficients en el membre pro-apoptotic de la familia Bcl-2, Bax, sén
viables i no tenen un fenotip important [113], com tampoc el tenen els ratolins
deficients en Bak [114]. En canvi, la mutacid de tots dos gens, Bax i Bak, si que el té
[114]. La majoria d’aquests ratolins moren en estadis embrionals, i el 10% que
sobreviuen presenten multitud d’anomalies. No sén capacos d’eliminar el teixit
interdigital, les femelles presenten una vagina imperforada i tenen una acumulacié de
cél-lules limfoides degut a la manca d’apoptosi; a més, els analisis del cervell revelen
gue és més gran del compte degut a una acumulacié de neurones en diferents regions
i presenten anormalitats neurologiques, caracteritzades per comportaments estranys
davant de situacions d’estres.

Cal tenir en compte, pero, que alguns dels estudis in vivo per a estudiar com
afecta lI'apoptosi en el desenvolupament han generat resultats artefactuals. Un
exemple important n’és el KO per Caspasa 3, on s’ha trobat que el fenotip varia
significativament segons el fons genétic del ratoli [115]. Aixi doncs, en I'estudi explicat
de Kuida et al. els ratolins Caspasa 3'/', qgue tenen un fons genétic mixe de
129S51/svimJ(129) i C57BL16J (B6), moren durant les primeres setmanes de vida degut
a un excés de ceél-lules en el cervell. Els ratolins de la soca 129, en canvi, sén encara
més sensibles a la delecié de Caspasa 3 ja que presenten defectes més severs en el
cervell i molts dels Caspasa 37 no arriben a néixer. Per contra, els ratolins B6 Caspasa
37 neixen amb proporcions normals i la majoria arriben a l'estat adult [115].
L’explicacié per aixo és que en ratoli, no en huma, la Caspasa 7 és tan eficient com la
Caspasa 3 activant la DNAsa CAD, responsable de la fragmentacié del DNA durant
I’'apoptosi; i quan varen analitzar els nivells d’aquesta caspasa en els embrions de les

diferents soques varen trobar que la soca B6 expressa més Caspasa 7 en el cervell que
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la soca 129 [115]. Per tant, en la soca B6 i en els teixits de la soca 129 diferents al
cervell, la manca de Caspasa 3 esta compensada per Caspasa 7, permetent que es porti
a terme una apopotosi ben regulada i un desenvolupament normal, mentre que en el
cervell dels ratolins de la soca 129, la baixa expressié de Caspasa 7 no permet
compensar la manca de Caspasa 3, el cervell no es desenvolupa correctament i els
ratolins tenen una mort prematura.

En resum, gracies a I'estudi amb animals KO per gens apoptotics s’ha pogut
determinar que |'apoptosi participa activament durant el desenvolupament, pero cal
tenir present que alguns dels fenotips observats poden variar segons el fons geneétic de
I’'animal o no ser deguts especifica o directament a la manca del gen apoptotic, siné ser
una consequeéncia secundaria de la manca del gen en un altre teixit, tal com passa amb
la manca de Caspasa 8, on el fenotip cardiac observat es deu a la manca del gen a la

placenta [116, 117], s’explica en detall en el punt 4.2.1.

3.3- Importancia de I'apoptosi en el desenvolupament cardiac.

La correcta formacié dels conductes de sortida del cor (OFT, outflow tract) que
connecta el ventricle embrional amb I'aorta és essencial per al desenvolupament del
sistema dual de circulacio en el cor, ja que proveeix les estructures que formen les
connexions entre els ventricles i les artéries. Les malformacions en el OFT sén una de
les principals causes de malalties cardiaques congenites. La caracteristica fonamental
de la correcta morfologia del OFT és el seu escurcament i la seva rotacid, ja que durant
el desenvolupament, el OFT passa de ser una estructura allargada a ser una petita
estructura en forma d’anell [118]. El principal mecanisme cel-lular que podria explicar
aquesta reduccid en la llargada del OFT és I'apoptosi [119].

El grup de Watanabe et al. han fet diferents estudis que han corroborat que
I’apoptosi és la responsable d’aquest escurgament i que, per tant, és necessaria per a
la correcta formacié del OFT cardiac. En un primer estudi [120], mitjancant un
marcatge especific dels cardiomiocits del OFT amb B-galactosidasa es va determinar
que durant el procés de desenvolupament té lloc una reduccié del nombre de cel-lules
B-gal-positives, per tant, hi ha una eliminacié de cardiomiocits del OFT; a més, aquest
pic de reduccié del marcatge coincideix amb el pic d’abundancia d’apoptosi i amb el

moment del desenvolupament quan té lloc el canvi morfologic en el OFT, indicant que
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és necessaria una eliminacio per apoptosi de miocits per al correcte desenvolupament
del OFT.

En un altre estudi van treballar amb inhibidors quimics d’apoptosi per a
observar quines conseqiéncies té la manca d’apoptosi en el desenvolupament del OFT
[121]. El que es va observar és que els inhibidors d’apoptosi comporten un
desenvolupament anormal del OFT, amb masses de teixit miocardic que excedeix per
sobre els ventricles, i sense I'escurcament i la rotacié necessaris en el OFT. Una altra
conseqliencia de la inhibicid de I'apoptosi és la incorrecta formacio i posicié de les
valvules del cor (figura 12). La conclusié d’aquests estudis és que |'apoptosi és
important per a eliminar estructures residuals i esculpir el OFT cardiac per tal de poder

establir les connexions entre els ventricles i les artéries.

Figura 12: Diagrama del
desenvolupament del OFT i efecte dels
inhibidors d’apoptosi. A) Circulacié Unica que
existeix en el cor abans del remodelatge del
OFT. B) Escurgament del OFT, rotacié de les

arteries (Ao=aorta, PA=artéria pulmonar) i

formacié de les valvules cardiaques durant el
desenvolupament normal. C) Efecte de
I'inhibidor de caspases d’ampli espectre zVAD,
on no hi ha escurcament ni rotacié del OFT i no
s’han format bé les valvules cardiaques. D)

Efecte dels inhibidors de caspases XIAP, no es

produeix I'escurcament ni la rotacié pero si es

formen les valvules [121].

4- Funcions no apoptotiques dels membres apoptotitcs.

4.1- Funcions en teixits no-cardiacs.
4.1.1-Caspases.
L'observacié d’activacid de les caspases i la identificacio de substrats de caspasa

en absencia de mort cel-lular indiqguen una funcié de les caspases més enlla de
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I'apoptosi. Les funcions no-apoptotiques de les caspases poden ser mitjancant la
proteolisi portada a terme pel seu domini catalitic o bé mitjancant els seus prodominis.
Aquestes funcions demostren que les caspases es poden activar sense una induccid de
la cascada apoptotica i, per tant, tallant especificament un grup de substrats; aquests
substrats inclouen membres de diverses families proteiques com les citoquines,
guinases, factors de transcripcio i polimerases [55]. Sembla que una activaciéo completa
de les cascades de caspases esta associada amb la mort cel-lular, mentre que una
activacio localitzada o limitada pot ser necessaria per a portar a terme les seves
funcions no-apoptotiques [122].

La primera funcid no-apoptotica de les caspases es va trobar amb la
caracteritzacio de Caspasa 1, essencial per al processament de la citoquina
proinflamatoria prolL-1B a la forma madura IL-1p [123, 124], aquesta activacié promou
la secrecid de IL-1B pels macrofags en resposta a bacteris, infeccions virals i molecules
endogenes alliberades per cél-lules danyades [125, 126]. Caspasa 1 també processa la
IL-18 i la IL-33, i és responsable, doncs, tant de la resposta inflamatoria com de la
resposta immune innata. El complex activador de la Caspasa 1 s’"anomena inflamasoma
[125]. A més d’en la maduracié de IL-1B, s’ha trobat que la Caspasa 1 esta
importantment implicada en la secrecié de moltes proteines extracel-lulars, d’entre les
gue destaquen moltes citoquines [127].

A més de Caspasa 1, altres caspases també juguen un paper important en la
regulacio de la immunitat. La principal és Caspasa 8, que participa en I'activacié de la
via de NF-kB, en la diferenciacié dels monocits i en la proliferacio dels limfocits T i B
[122]. Aixi doncs, els ratolins deficients en Caspasa 8 sén incapacos de mediar una
resposta contra una infeccid viral [128]. En les cel-lules T, I'activitat del prodomini de la
procaspasa 8 és necessaria per a activar la via NF-kB en resposta a diferents estimuls
[129]. A més, la manca de Caspasa 8 causa una reduccid en I'activacio de les cel-lules T,
cel-lules B i natural killers després d’una estimulacio [130]. Finalment, Caspasa 3 també
podria regular la proliferacié de les cel-lules B; els ratolins sense Caspasa 3 tenen una
hiperproliferacié dels limfocits T i B, on I'excés de cel-lules T és degut a un problema
d’apoptosi, pero I'excés de cél-lules B sembla una alteracié de la regulacié del cicle

cel-lular més que no un problema apoptotic [131].
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Un altra funcié no-apoptotica important en la que s’han vist involucrades les
caspases és la proliferacié cel-lular, en concret Caspasa 3 [132]. La localitzacio
subcel-lular i la proteolisi de substrats associats amb el control del cicle cel-lular
suggereixen una funcié de Caspasa 3 en la modulacio del creixement cel-lular [55]. Per
exemple, els nuclis de les cel-lules en divisié de les regions proliferatives de la regio
anterior del cervell de rata presenten Caspasa 3 activa [133]. Un altre estudi demostra
que en les cel-lules limfoides en proliferacid, Caspasa 3 media el tall de p27, un
inhibidor de CDK (cyclin-dependent kinase), tot inactivant-lo, per tant, Caspasa 3
contribueix a la induccié de la progressié del cicle cel-lular [134]. Per contra, la
hiperproliferacié de les cel-lules B observada en els ratolins deficients en Caspasa 3,
indica que pot actuar com a un regulador negatiu del cicle de les cel-lules B [131]; aix0
s’explica perque tot i que p21 és un inhibidor del cicle cel-lular, s’"ha demostrat que
guan s’associa a PCNA (proliferating cell nuclear antigen), cofactor per a la DNA
polimerasa-6, promou la proliferacio [135]; en linia amb aixo, el tall que Caspasa 3 fa a
I'extrem de p21 que s’uneix a PCNA aboleix la interaccidé i explica I'efecte anti-
proliferatiu d’aquest tall en les cel-lules B [131, 136].

La diferenciacio cel-lular és una altra de les funcions on s’han vist involucrades
les caspases. Es el cas de les plaquetes, on s’ha trobat que la seva maduracié coincideix
amb una activacio de Caspasa 3 i Caspasa 9 [137], i dels queratindcits de I'epidermis,
on la seva diferenciacié terminal coincideix amb I'expressidé i processament de la
Caspasa 14 [138]. En aquests dos processos de diferenciacié les caspases fan possible
I’enucleacid, eliminacié de nucli, necessaria per a la seva completa diferenciacié. A més
d’en processos d’enucleacié, les caspases també tenen altres funcions en la
diferenciacié cel-lular; és el cas de Caspasa 8, que sembla necessaria en la diferenciacio
de la placenta [139], i de Caspasa 3, que s’activa durant la diferenciacié neuronal [140]
i també s’ha vist involucrada en la diferenciacid del muscul esqueletic i la diferenciacid
osteogenica [141]; els mecanismes, pero, sén desconeguts [122].

Les caspases també estan implicades en la correcta diferenciacié i funcié del
sistema nervids central mitjangant les seves funcions no-apoptotiques. Per exemple,
en Drosophila participen en la correcta formacié dels circuits neuronals, on I'activitat
caspasa dirigeix I'escurcament de les dendrites de les neurones: una supressidé de

I'activitat caspasa evita I'eliminacié de les dendrites, mentre que una activacié global
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en una neurona causa la seva mort [142]. Un altre estudi demostra que Caspasa 6 és
necessaria per a I'escurcament dels axons sense causar una activacio apoptotica [143];
i un altre exemple és un estudi recent que demostra que el tall de Caspasa 3 sobre una
proteina anomenada Dishevelled (Dvll) elimina els clisters dels receptors
d’acetilcolina, i aix0 permet I’eliminacio de les estrucutures post-sinaptiques durant la
sinapsi muscular, un fet necessari per al correcte desenvolupament neuromuscular
[144].

Caspasa 3 també sembla estar implicada en el desti de les cél-lules mare
embrionals (ESC). L'estat de pluripoténcia de les ESC esta controlat pels factors de
transcripcido Oct4, Sox2 i Nanog [145]; durant la diferenciacié de les ESC hi ha un
augment de I'activitat caspasa, que media el tall de Nanog; les cel-lules sense Caspasa
3 o resistents al tall de Nanog per Caspasa 3 son incapaces de diferenciar-se, indicant
la necessitat de Caspasa 3 per a la diferenciacio de les ESC [146].

Finalment, el grup de Lynn Megeney ha portat a terme diferents estudis que
demostren la implicacié de les caspases en la diferenciacié [147], |a hipertrofia [148] i
el desenvolupament [149] dels cardiomiocits. Aquests estudis es tracten en detall en el
punt 4.2.

El descobriment que les caspases també tenen funcions no-apoptotiques, esta
canviant el paradigma que les caspases s’han conservat Unicament per la seva funcio

en la mort cel-lular [55].

4.1.2- Altres membres apoptotics.

Fas o CD95 és un dels principals receptors que indueixen l'activacio de
I’'apoptosi mitjancant la via extrinseca. La lligacié de CD95, pero, desencadena, a més
d’una activacioé apoptotica, una gran varietat d’activitats no-apoptotiques, que poden
protegir les cél-lules i regular la seva regeneracié i proliferacié [150]. Es el cas de les
cél-lules T, on s’ha trobat que CD95 es troba importantment sobre-regulat just després
de la seva activacio [151], i on, a més, si se’ls elimina CD95 es produeix limfopenia
[152]; aquests estudis suggereixen que |'expressid de CD95 en les cel-lules T és
necessaria per a la seva supervivencia, proliferacié i/o activacid. El fetge és un altre
teixit on s’ha trobat una funcié no-apoptotica important de CD95, ja que esta

involucrat en la seva regeneracié després d’'una hepatectomia parcial [153]; aix0 és aixi
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perque el dany al fetge esta associat amb les vies d’activacio anti-apoptotiques que
protegeixen contra la mort cel-lular iniciada per CD95, i per tant, poden ajudar a
canviar les senyals de CD95 d’apoptotiques a no-apoptotiques.

Una altra funcié no-apoptotica important de Fas es troba lligada amb la via ERK.
Fas és capac d’activar la via ERK (extracellular-signal regulated kinase) [154], que al seu
torn desencadena la resposta cel-lular a diferents factors de creixement i diferenciacio.
Se sap que |'activacid de la via ERK inhibeix I'apoptosi induida per Fas i que, per contra,
la seva inhibicid inhibeix |la proliferacié induida per Fas, suggerint que la via ERK esta
involucrada en la transduccié dels senyals de creixement de Fas [154]. Un exemple
d’aquesta connexid es troba en el sistema nervids, on Fas indueix el creixement de les
neurites d’'una manera dependent de l'activacié d’ERK i p35, i on la manca de Fas
retarda la recuperacid dels nervis periférics després d’'un dany. Per tant, Fas,
mitjancant I'activacié de ERK i p35, permet el creixement de les neurites i accelera la
recuperacié dels nervis danyats d’'una manera independent de Caspasa 8 i de la funcié
pro-apoptotica [155].

FADD és un altre membre apoptotic de la via extrinseca amb funcions no-
apoptotigues. La manca de FADD és letal en el ratolins [156], indicant que és necessari
per al desenvolupament embrional. El mateix estudi, focalitzat en els organs limfoides,
ha trobat una de les seves funcions no-apoptotiques concretes, i és que la manca de

FADD suposa un defecte en I'activacid i proliferacié de les cél-lules T [156].

4.1.3- Familia Bcl2.

El fet que existeixen connexions entre el cicle cel-lular i la mort cel-lular és
ampliament conegut, a més, esta generalment acceptat que les cel-lules en cicle sén
més susceptibles a la mort cel-lular, mentre que les cel-lules quiescents hi sén
relativament més resistents [157]. Una mostra d’aquestes interconnexions entre cicle i
mort cel-lulars son les funcions no-apoptotiques dels membres de la familia Bcl2,
relacionades amb I’activacio o bé aturada del cicle cel-lular.

La primera observacio va ser que cel-lules dependents de IL-3 sobre-expressant
el membre anti-apoptotic Bcl-2, en condicions de deprivacié sén més petites que en
preséncia de IL-3 i, a més, queden parades en la fase GO/G1, possiblement per tal de

mantenir la viabilitat quan es troben deprivades del factor de creixement [74]. Altres
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estudis treballant amb altres tipus cel-lulars han arribat a la mateixa conclusio,
I'expressié de Bcl-2 facilita la sortida a GO i un arrest en GO/G1 d’'una manera
independent a la seva funcié anti-apoptotica, a la vegada que I'expressié de Bcl-2
retarda I'entrada a la fase S, indicant una inhibicié de la progressid de GO a S [158-160].
L’expressié de Bcl-x, un altre membre anti-apoptotic de la familia Bcl2, retarda també
la progressio a la fase S, demostrant que aquest efecte en el cicle cel-lular es manifesta
també amb I'expressié d’altres molecules anti-apoptotiques de la familia Bcl2 i no esta
restringit a un Unic tipus cel-lular [158, 161]. L'inhibidor de CDK, p27, normalment té la
seva maxima expressié en GO i evita I'activacié de les ciclines de la fase G1, diversos
grups han trobat que en cel-lules sobre-expressant Bcl-2 p27 es troba
significativament més expressat durant I'arrest a GO [162-165], a més, un estudi amb
cel-lules p27'/' demostra que I'expressié del transgen Bcl-2 o Bcl-y, sense p27 és incapag
d’aturar el cicle de les cel-lules a GO [165, 166]. Aixi doncs, Bcl2 i Bcl-x, faciliten I'arrest
a GO, i aquesta prolongacid de GO és la responsable del retras en iniciar la fase S (figura
13A).

Mentre que Bcl-2 i Bcl-y, retarden I'entrada al cicle cel-lular, Bax, un membre
pro-apoptotic de la familia Bcl2, té I'efecte contrari. Les cél-lules sobreexpressant Bax
entren a la fase S més rapid, sén més grans i tenen un increment en la degradacio de
p27 a la vegada que un augment en l'activacié dels gens activadors del cicle [167-169].
Aixi doncs, Bcl-2 és anti-apoptotic i anti-proliferatiu, mentre que Bax és pro-apoptotic i
proliferatiu, suggerint que les funcions del cicle cel-lular dels membres de la familia
Bcl2 estan estretament lligades a les decisions de vida o mort cel-lular.

La funcié de Bid, un altre membre pro-apoptotic, en el desenvolupament i
I’'homeostasi cel-lular s’ha estudiat amb ratolins Bid deficients (Bid ’/’), gue son viables i
tenen una mort cel-lular normal [170]. Quan envelleixen, perd, progressen cap a un
problema semblant a la leucemia mielomonocitica, indicant un rol de Bid en el
manteniment de I'homeostasi mieloide [171]. Les cél-lules hematopoiétiques tenen
tendéncia a iniciar el procés d’apoptosi en resposta al dany al DNA, en abséncia de Bid,
perd, aquestes cel-lules acumulen mutacions i son resistents a I'apoptosi. Aixo
suggereix que Bid té un paper en la reparacié del DNA, ja sigui en el punt de control del
cicle cel-lular o bé integrant la resposta apoptotica i la reparacié del DNA [172].

Consistent amb aquesta hipotesi, les cel-lules T i els progenitors mieloides Bid”"
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presenten més dany als cromosomes com a resultat d’una incorrecta reparacié del
DNA danyat durant la fase S del cicle cel-lular, imitant el fenotip de les cél-lules amb
problemes en la reparacié del DNA [172]. En conclusid, en resposta al dany al DNA, Bid
es transloca al nucli on, un cop fosforilat, té un paper en la preservacio de la integritat
genomica, ja sigui integrant la resposta apoptotica i la de reparacié del DNA o bé

participant directament en la reparacio del DNA [172] (figura 13B).
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Figura 13: funcions no apoptotiques dels membres de la familia Bcl2. A) Habilitat de Bcl-2/Bcl-y, per a
arrestar les cél-lules en GO, suposant un retard en la progressié a G1 i la transicié G1/S. B) Funcié dual de
Bid: en resposta a I'estimulacio dels receptors de mort inicia el programa pro-apoptotic al mitocondri,

en resposta al dany al DNA es fosforila al nucli i participa en el control de qualitat del cicle cel-lular [157].

4.2- Funcions en el cor.

Megeney et al. han portat a terme diferents estudis que revelen noves funcions
no-apoptotiques de les caspases en el desenvolupament i diferenciacié dels
cardiomiocits. Un dels estudis demostra la implicacié de Caspasa 3 en la diferenciacio
dels miocits mitjancant la induccio de talls al DNA [147]. D’una banda, durant el procés
de diferenciacio, els miocits sofreixen talls a la cadena de DNA, uns talls
gualitativament diferents a la fragmentacié del DNA associada amb |'apoptosi; d’altra
banda, I'activitat de Caspasa 3 s’ha demostrat ser necessaria per a la diferenciacié dels
mioblasts [140]. Aquest estudi demostra que quan els mioblasts en diferenciacio sén

tractats amb inhibidors de Caspasa 3, es produeix un bloqueig de la diferenciacid
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acompanyat d’una absencia de talls al DNA [147]. Donat que Caspasa 3 activa la DNAsa
CAD tot alliberant-la del seu inhibidor ICAD [173], varen analitzar si CAD podria ser el
responsable d’aquests talls al DNA. La sobre-expressio de ICAD altera la diferenciacié
dels miocits i la inhibicid de CAD mitjancant shRNA inhibeix el programa de
diferenciacié. Tots aquests resultats junts indiquen que els talls al DNA induits per
Caspasa 3/CAD son necessaris per a la diferenciacio dels miocits [147].

El mateix grup presenta en un altre estudi com la via no-canonica de wingless
(Wnt) (independent de B-catenina) promou el desenvolupament dels cardiomiocits
mitjangant la supressid, mediada per caspases, de la via canonica (dependent de B-
catenina) [149]. Wnt11, un membre de la via no-canonica de Wnt, és un factor
important per a la diferenciacié cardiaca: la seva sobre-expressié causa un augment
important en el nombre de cardiomiocits mentre que la seva repressid mitjancant
shRNA causa un alentiment en la diferenciacié dels cardiomiocits, demostrant la
implicacido d’aquesta via no-canonica en el desenvolupament dels cardiomiocits.
D’altra banda, la manca de senyalitzacié candnica en el miocardi suggereix que aquesta
branca de l'activitat Wnt no participa en el desenvolupament del muscul cardiac. La
co-estimulacié de Wnt11 i els components de la via canonica comporta una inhibicio
de I'activacio canonica, suggerint que Wntl1l esta implicat en la seva supressid. Donat
gue Caspasa 3 talla B-catenina durant I'apoptosi [174] varen estudiar si la senyalitzacio
per caspases podria ser la responsable de la supressié de la via canonica de Wnt durant
el desenvolupament dels cardiomocits. La inhibicio de Caspasa 3 o de Caspasa 8
comporta una restauracio de l'activitat B-catenina en preséncia de Wntl1, a més, en
presencia d’'un d’aquests inhibidors es produeix una disminucié en el nombre de
cardiomiocits en el miocardi embrional; en cél-lules P19, el pic de més activitat de les
caspases 3 i 8 coincideix amb l'inici del programa de diferenciacié dels cardiomiocits,
mantenint-se els mateixos nivells d’apoptosi; demostrant una funcié no-apoptotica de
la via extrinseca de les caspases en el desenvolupament dels cardiomiocits. La mostra
gue Wntl1 és el responsable de I'activacio d’aquestes caspases durant la diferenciacio,
és que la seva sobre-expressid estimula I'activitat de les caspases 3 i 8 i la seva
supressio en causa una disminucio durant la maduracio dels cardiomiocits [149]. A més
a més, el ratoli mutant per Wntl1 té una acumulacié i una localitzacié alterada de B-

catenina que causa una disrupcié en el desenvolupament del miocardi ventricular
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[175]. Tots aquests resultats demostren que Wntl11 participa en la diferenciacio dels
cardiomiocits, en part, activant la via de les caspases 8 i 3, que al seu torn inhibeixen la
senyalitzacié de la via canonica de Wnt [149].

Un darrer estudi recent del grup de Lynn Megeney demostra que I'activacié de
la via intrinseca de les caspases és necessaria per a la hipertrofia dels cardiomiocits
[148]. El tractament de cardiomocits primaris amb |'agonista hipertrofic phenylephrine
(PE) comporta I'activacio de Caspasa 3 i Caspasa 9, sense comportar un augment de la
mort apoptotica; en les mateixes cél-lules tractades amb PE, la inhibicié de Caspasa 9
comporta una disminucié en la mida dels cardiomiocits i en I'expressié del marcador
prohipertrofic NPPA o ANP (atrial natriuretic peptide); el mateix es produeix amb la
inhibicié de Caspasa 3 mitjangant p53, I'inhibidor més potent de les caspases, excepte
de Caspasa 9 [176]. Estudis similars en cors sencers tractats amb PE van donar els
mateixos resultats, una disminucidé en el pes del cor i la mida de les cel-lules dels cors
infectats amb p53, en comparacid als cors control [148]. Per contra, el tractament dels
cardiomiocits amb Procaspase 3 activating compound 1 (PAC-1), un activador de
Caspasa 3, indueix la seva hipertrofia, amb un augment de la mida de les cel-lules i de
I'expressi6 de NPPA. Totes aquestes proves son una clara evidencia que la via
intrinseca mediada per caspases és essencial per a la hipertrofia dels cardiomiocits
[148].

Com s’ha explicat en el punt 2.2.1, I'activacié de Fas requereix la unid del
lligand de Fas, FasL. En molts tipus cel-lulars, I'activacié de Fas per la lligacié de FasL
comporta una activacié de caspases i mort cel-lular, tot i aix0, la resposta a I'activacié
de Fas és especifica de cada tipus cel-lular i en certes cel-lules la resposta a la lligaci
de Fas és una induccié de factors transcripcié més que no pas la mort cel-lular [177-
179], aquest és el cas dels cardiomiocits.

Un estudi amb rates mostra com en condicions d’hipertrofia hi ha un augment
de I'expressid de Fas [180], aquest estudi també correlaciona la lligacié de Fas amb un
augment de la transcripcié i 'activitat del factor de transcripcié AP-1, un activador
transcripcional que en els cardiomiocits esta implicat en la regulaciod transcripcional de
gens associats a una resposta hipertrofica [181, 182]. D’altra banda, el mateix estudi
demostra com l'augment d’expressié de Fas durant la hipertrofia no comporta un

augment de 'apoptosi ni la fragmentacié del DNA, indicant que és una funcié de Fas-
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FasL independent de la mort cel-lular [180]. El treball amb ratolins transgenics FasL ha
arribat a unes conclusions semblants, els cors expressant alts nivells de FasL mostren
una hipertrofia concéntrica en auricules i ventricles, a més, I'analisi de I'expressid
génica d’aquests cors mostra que tenen un increment en els nivells de transcrit de
gens caracteristics de la hipertrofia [183]; tot i aquest fenotip, aquests cors no tenen
signes d’apoptosi ni necrosi. Per tant, la sobreexpressid de FasL en el cor resulta en
una debil resposta proinflamatoria caracteritzada per una lleu hipertrofia i canvis
intersticials, i no comporta una destruccié del teixit miocardic [183]. Un darrer estudi
[184] mostra com la resposta hipertrofica que tenen els cardiomiocits en resposta a
I'activacié de Fas es deu a la fosforilacié de GSK3B (glycogen synthase kinase 38), un
regulador negatiu de la hipertrofia en els cardiomiocits que en fosforilar-se queda
inactiu i aixo és suficient per a desenvolupar una hipertrofia en cardiomiocits in vitro
[185, 186]. A més, aquest estudi mostra com Fas és necessari per al desenvolupament
de la hipertrofia en resposta a I'estres per un excés de pressio, ja que ratolins sense el

receptor Fas sén incapacos de desenvolupar-la [184].

4.2.1- En el desenvolupament cardiac.

Mitjancant I'estudi d’animals deficients en algun dels membres apoptotics ha
estat possible trobar que aquests tenen una funcié important en el desenvolupament
cardiac i que aquesta és independent de la seva funcié en I'activacid/inhibicié de la
mort cel-lular.

Durant el desenvolupament dels embrions, FADD, un membre de la via
extrinseca d’apoptosi, s’expressa en tot I'embridé pero I'expressid més elevada es
concentra en el cervell, miocardi i columna vertebral en formacié [187]. Els ratolins
deficients en FADD, FADD'/', moren en estadis embrionals entre els dies E11,5-E12,5
[156, 187] i el seu fenotip esta caracteritzat per hemorragies abdominals i un
desenvolupament cardiac anormal, amb un miocardi més prim del normal i mala
traberculacié [187] (figura 14 E,F). Pel que fa als nivells d’apoptosi, no hi ha diferencies
entre els animals control i els FADD”". La letalitat d’aquesta mutacio contrasta amb la
viabilitat dels animals deficients en els receptors Fas o TNF [188, 189], que inicien la

cascada apoptotica extrinseca de la que FADD forma part, i fa pensar que durant
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I'embriogenesi FADD podria transduir senyals provinents d’altres receptors implicats
en la proliferacid i supervivéncia, i no en la mort cel-lular.

Caspasa 8 és un altre membre de la via extrinseca de I'apoptosi. Es tracta d’un
gen bastant abundant en el cor en desenvolupament, sobretot en el ventricle [117]. Els
ratolins Caspasa 87 tenen també una mort prenatal cap a E11,5 i el fenotip afecta
principalment el cor, que es caracteritza per una musculatura ventricular més prima i
en alguns casos no diferent del teixit mesenquimal, també presenten una acumulacio
d’eritrocits en organs com el fetge i el pulmd; una possibilitat podria ser que aquest
fenotip es degués a una angiogénesi anormal [117] (figura 14 A, B). El fenotip dels
Caspasa 8" és, com passa amb el dels FADD’/’, diferent al dels ratolins deficients en els
receptors de la via extrinseca d’apoptosi, que sén viables i presenten problemes
immunologics perd no en el desenvolupament; i per contra, és comparable al dels
ratolins FADD’/’, indicant que I'efecte letal de FADD o Caspasa 8 possiblement no prové
de la manca de mort siné d’algun altre efecte propagat a través d’aquesta via [117].

FLIP, un inhibidor de la via extrinseca per la seva homologia a Caspasa 8, és un
altre dels gens la manca dels quals comporta un desenvolupament cardiac anormal.
Els nivells més elevats d’expressido de FLIP es troben en el cor, on podria tenir una
funcié important protegint els cardiomiocits de I'apoptosi [190]. Els ratolins FLIP”
moren també en estadis embrionals, i el fenotip que presenten es caracteritza per una
dilatacié de l'espai pericardic, indicant una insuficiencia en la funcié cardiaca, i un
incorrecte desenvolupament del cor, amb un miocardi prim i defectes en la
traberculacié [191] (figura 14 C, D). Els nivells d’apoptosi dels ratolins FLIP”" sén
comparables als dels ratolins control, a més, no sembla haver-hi problemes en
proliferacié [191]; resultats practicament identics als observats en ratolins FADD”" i
Caspasa 8’

Els estudis de diferents ratolins knock out mostren que moltes vegades la mort
en estadis embrionals es deu a malformacions de la placenta [192], aquest, pero, no és
el cas dels ratolins FLIP” i FADD'/', gue no presenten cap anormalitat en la seva
formacidé [187, 191]. El fenotip cardiac que presenten els ratolins Caspasa 8'/', per
contra, sembla tractar-se d’una conseqiiencia secundaria de defectes en la placenta
[116]. Sakamaki et al. van crear un ratoli amb el centre actiu de la Caspasa 8 mutat que

presenta un fenotip cardiac equivalent al del ratoli Caspasa g’ [117]. El primer
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problema que van observar en el desenvolupament d’aquests ratolins és una
vasculatura de la placenta poc desenvolupada, amb unes venes amb una quantitat
insuficient de sang, indicant, doncs, que la Caspasa 8 és necessaria per al correcte
desenvolupament de la placenta i la vascularitzacié extra-embrionaria [116]. En el
mateix estudi mitjancant el cultiu dels embrions sencers, un sistema que imita la
situacio in vivo entre E8-E12 [193], varen observar com la malformacié cardiaca no es
produeix en aquests embrions i els estudis histologics demostren que presenten un
desenvolupament cardiac normal. Aquests resultats indiquen que la Caspasa 8 no esta
directament involucrada en el desenvolupament cardiac per si mateix, sind que els
problemes cardiacs son un efecte secundari de les malformacions placentaries que

causa la manca d’aquesta caspasa [116].

Figura 14: Histologia de cors embrionals WT i KO per diferents membres apoptotics. A-B) Mala

compactacio de la musculatura cardiaca degut a la manca de caspasa 8 A) cor WT B) cor caspasa 8 .
Escala:40um. hm=ceél-lules musculars, tr=trabéercula. C-D) Talls horitzontals de seccions de cor C) WT i D)
FIip"/". Escala:100um AC=cambra atrial, V=ventricle, PC=cavitat pericardica, P=pericardi. E-F) Tincions de

seccions longitudinals d’embrions E) WT i D) FADD ’, Escala=500um Adaptada de [117, 187, 191].

En conclusio, la manca de FADD o FLIP, comporta un incorrecte
desenvolupament cardiac caracteritzat per problemes en la compactacié de la
musculatura i la traberculacid que causen la mort embrional. Aixi doncs, sembla que

aquestes molécules, que poden interaccionar fisicament en el citosol, cooperen en la
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mateixa via de senyalitzaci6 per a facilitar el desenvolupament cardiac
independentment de la mort cel-lular [191]. Pel que fa a I'incorrecte desenvolupament
cardiac dels ratolins Caspasa 8, es tracta una conseqliéncia secundaria a la
malformacioé de la placenta, aquesta si causada per la manca d’aquesta caspasa [116].

A més de la funcid dels membres de la via extrinseca d’apoptosi en el
desenvolupament cardiac, també s’ha observat que les caspases efectores 3 i 7 hi
juguen un paper important. Mentre que el fenotip dels animals Caspasa 37 esta
caracteritzat per una manca d’apoptosi que suposa una formacio anormal en el cervell
i una mort prematura durant les primeres setmanes de vida [110]; els animals Caspasa
77 tenen una aparenca, morfologia dels organs i desenvolupament limfoide normals,
es creu que Caspasa 3 podria compensar aquesta manca [194]. En canvi, la doble
delecié de les caspases 3 i 7 comporta una mort prematura durant les primeres hores
de vida i un fenotip cardiac important, essent normal el desenvolupament del cervell
[194]. Mitjangant estudis histologics s’ha observat que els animals Caspasa 37 Caspasa
77 (DKO) presenten un cor amb una dilatacid de les auricules important i una
desorganitzacié i no compactacié de la musculatura ventricular (figura 15). La no
compactacid de la musculatura també la presenten els animals sense FADD, Flip o
Caspasa 8, la manca d’aquests, en canvi, com ja s’ha explicat, és letal en estadis
embrionals; aix0 podria indicar que la letalitat s’indueix per vies diferents, pero el
fenotip cardiac per una mateixa viaon les caspases 3 i 7 en sén les efectores [194].

El mateix treball ha estudiat la funcié apoptotica concreta de les dues caspases
efectores treballant amb cel-lules mancades d’una, de les dues i ceél-lules control, els
resultats indiquen que Caspasa 3 esta implicada en la fragmentacié del DNA i en els
canvis morfologics tipics de I'apoptosi, mentre que Caspasa 7 és més important per a
la perdua de viabilitat cel-lular, essent crucial en aquest fet la combinacié de les dues
caspases [194]. El treball també presenta que aquestes caspases participen en
esdeveniments que es creien tipics de les caspases iniciadores, tals com la perdua del
potencial de membrana mitocondrial, que contribueix a la mort cel-lular alterant la
funcié mitocondrial [195, 196], tot i que hi ha multiples rutes per a regular la funcié
mitocondrial durant I'apoptosi. Aixi doncs, aquest estudi conclou que les dues caspases
efectores 3 i 7 sén crucials per a portar a terme correctament I'apoptosi i que a més, la

seva combinacid és important per al correcte desenvolupament cardiac [194], tot i que
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al tractar-se d’un Doble-Knock out global, els efectes cardiacs poden provenir de

I’expressiod de les caspases en altres tipus cel-lulars.

Casp3+/-Casp7+/-

—

Figura 15: Desenvolupament cardiac en embrions DKO. Hematoxilina-eosina de seccions transverses de
cors embrionals E20. E i F: magnficacid de la paret ventriclar. Escales: A-B:500um, C-D:200 um, E-
F:100um. Ao=aorta, RA=auricula dreta, LA=auricula esquerra, RV=ventricle dret, LV=ventricle esquerre,

S=septe, RVFW=paret ventricle dret, TV=valvula tricispide, LSVC=vena cava superior esquerra [194].

5- La hipertrofia cardiaca i la cardiomiopatia isquémica.

5.1- La hipertrofia cardiaca.

El cor mamifer és el responsable de bombejar la sang a través del sistema
circulatori per tal de portar I'oxigen i nutrients cap als organs i tornar el dioxid de
carboni als pulmons. En resposta a un augment en la carrega de treball, normalment
causada per una estimulacidé patologica o bé fisiologica, en el cor té lloc un procés de
creixement anomenat hipertrofia [197]. La hipertrofia, perd, és un fenomen més
complex que un simple “augment en la mida”. Com s’ha dit, després del naixement els
cardiomiocits perden I’habilitat de proliferar, i I'augment en la massa cardiaca es deu a
la hipertrofia dels cardiomiocits individuals (figura 16) [198]. La hipertrofia cardiaca

normalment té lloc en resposta a condicions patologiques com la hipertensid, les
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disfuncions valvulars i linfart de miocardi, que ddna lloc a una remodelacié
ventricular, dilatacid, fibrosis i pérdua de capacitat cardiaca [199]. No obstant, el
miocardi també pot desenvolupar una forma adaptativa d’hipertrofia cardiaca,
anomenada hipertrofia fisiologica, que es diferencia fonamentalment de la patologica
perqueé el cor no desenvolupa cap malaltia i se’n pot beneficiar [200] (figura 16).

La hipertrofia per si mateixa redueix lI'estrés de la paret ventricular tot
augmentant-ne la gruixaria. La hipertrofia cardiaca es pot classificar en excentrica i
concentrica, segons la geometria del cor i la dels cardiomiocits individuals (figura 16)
[201]. La hipertrofia excéntrica es caracteritza per un augment en el volum ventricular
degut a un creixement coordinat de la gruixaria del septe i la paret ventricular, en
condicions patologiques la hipertrofia excentrica pot donar lloc a una dilatacié de la
paret deguda a un allargament dels cardiomiocits. La hipertrofia conceéntrica es
caracteritza per una reduccio en la dimensid de la cambra ventricular i un augment del
septe i la paret, els cardiomiocits individuals augmenten més en gruixaria que en

llargaria (figura 16) [201].
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Figura 16: geometria de la hipertrofia cardiaca. Formes que pot presentar la hipertrofia en el cori en

els cardiomiocits, segons si es tracta d’una hipertrofia patologica o fisiologica [201].

La hipertrofia cardiaca fisiologica, a més de ser la responsable de 'augment en

la mida del cor des del naixement a I'estat adult, també es presenta per exemple en la
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mare durant 'embaras i en atletes en resposta a un exercici extrem o repetitiu. Es un
tipus d’hipertrofia lleu, caracteritzada per un 10-20% d’increment en el pes del cor
normalitzat amb el pes corporal [201]. En el cas de la hipertrofia postnatal, 'augment
en la massa ventricular entre el naixement i I'adult és del doble o inclds més, com a
resultat d’'un increment en el diametre dels cardiomiocits [202].

La hipertrofia patologica, per contra, s’'indueix per desordres tals com la
hipertensié sistemica o pulmonar, l'infart de miocardi, malalties de les arteries
coronaries, mutacions en gens codificants de proteines sarcomeriques, cardiomiopatia
diabética i metabolica, insuficiencia valvular i defectes congenits cardiacs. Aquesta
hipertrofia s’associa amb un increment del nivell de mort dels miocits, remodelacié
fibrotica i una disminucio de la funcié sistolica i diastolica que sovint progressa cap a
una fallada cardiaca [203]. La hipertrofia patologica té dues fases, la primera, una fase
compensatoria on, en resposta a l|'estres, les parets del cor augmenten la seva
gruixaria en un intent per a compensar |'estrés. Aquest augment es deu a un augment
de la mida dels cardiomiocits i a un augment en la deposicid de col-lagens i altres
components de la matriu extracel-lular, en un procés anomenat fibrosi. Aquesta
hipertrofia compensada freqlientment ddna lloc a un estadi final de la hipertrofia, la
descompensacio, on a mesura que les fibres de col-lagen es dipositen, la funcio
cardiaca es veu progressivament alterada, el cor no pot bombejar prou sang per a

suplir les demandes del cos i sovint té lloc una fallada cardiaca (figura 17).
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Figura 17: anormalitats associades amb la remodelacié cardiaca durant la hipertrofia patologicaila

fallada cardiaca [204].
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La hipertrofia pot afectar el perfil dels substrats metabolics del miocardi, durant
el desenvolupament la principal font d’energia dels cardiomiocits en proliferacio és la
glicolisi, mentre que després del naixement augmenta la capacitat mitocondrial i
I'oxidacio dels acids grassos pren més importancia i acaba sent la via metabodlica
primaria per a generar energia en el cor [205]. A més, mentre que en la hipertrofia
fisiologica es manté un balang entre I'oxidacid glicolitica i la dels acids grassos,
augmenten les dues, la hipertrofia patologica s’associa amb un canvi en el perfil
metabolic, passa d’oxidatiu a glicolitic [206, 207], un canvi a un metabolisme
caracteristic dels estadis fetals, que va acompanyat de I'activacio d’un programa genic
fetal que inclou gens que regulen la contractilitat cardiaca i el maneig del calci [208]
(figura 17). Una caracteristica important de la hipertrofia fisiologica és la manca
d’induccid del programa d’estres, classicament associat amb el desenvolupament de la
hipertrofia patologica. A més, els gens codificants per proteines del maneig del calci
també es mantenen sense variacions durant la hipertrofia fisiologica, mentre que
molts d’ells sén alterats en la patologica [209]. Aixi mateix, la hipertrofia fisiologica no
esta associada amb substitucions fibroses o intersticials, com si que ho esta la
patologica [209]; en son un exemple el col-lagen |, que s’acumula en cors amb
hipertrofia patologica i son un primer senyal de fallada cardiaca [210], i marcadors de
I'activacié dels fibroblasts cardiacs, tals com I'a-actina de muscul llis, que es mantenen

invariables en rates exposades a entrenaments de resisténcia [211].

5.1.1- Vies d’induccié d’hipertrofia.

S’han caracteritzat un gran nombre de vies de senyalitzacié intracel-lular
involucrades en la resposta hipertrofica. Algunes involucrades en la hipertrofia
fisiologica, i altres que determinen una hipertrofia patologica que rapidament indueix

contractilitat cardiaca i fallada cardiaca [210] (figura 18).

5.1.1.1- Mecanismes d’induccié de la hipertrofia fisiologica.

La hipertrofia fisiologica s’inicia per diferents lligands, com I’lhormona tiroide, la
insulina, I’hormona del creixement i IGF1 (insulin-like growth factor 1)[199]. L’hormona
tiroide és un activador transcripcional del creixement postnatal, que s’ha observat que

augmenta drasticament en nens i ratolins després del naixement. La insulina en el cor
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afecta la senyalitzacié del transport de la glucosa, la glicosili, la glicogénesi, |'oxidacio
d’acids grassos i la sintesi de proteina; a més, s’uneix al receptor d’insulina tirosina
kinasa (IR), I'activacié del qual activara la via de senyalitzacié PI3K(phosphatidylinositol
3-kinase)-Akt, implicada en la hipertrofia fisiologica, tal com s’explica a continuacio
[212]. El lligand IGF1 es sintetitza i secreta sobretot pel fetge en resposta a ’lhormona
de creixement i després es dirigeix als teixits on facilita el creixement. Els nivells de
IGF1 i d’hormona de creixement en el cor augmenten després de fer exercici, indicant
la seva implicacié en la resposta hipertrofica fisiologica; IGF1 s’uneix al seu receptor,
IGF1R, i aquest activa també la via PI3K-Akt [213]. Tots aquests lligands i senyals
convergeixen en un nombre finit de vies de senyalitzaciod intracel-lular.

L’activacié de la via PI3K/Akt/GSK3B(glycogen synthase kinase 3B) és una
d’aquestes vies. La sobre-expressié de PI3K o Akt en cors de ratolins transgeénics
indueix un augment en la mida dels cardiomiocits i una hipertrofia concéntrica amb
absencia de fibrosi i una funcié cardiaca correcta [214, 215], per tant, tenen un rol
especific en la hipertrofia fisiologica. Les senyals de PIK3 i Akt convergeixen en la
fosforilacié de GSK3pB per tal d’inhibir la seva activitat kinasa [216]. Quan activa, GSK3p
fosforila i inhibeix diverses molécules involucrades en la senyalitzacio hipertrofica, la
seva inactivacié mitjancant fosforilacié és suficient per a induir la hipertrofia en els
cardiomiocits in vitro [185, 186] (figura 18).

El receptor de la familia de citoquines interleuquina 6, gp130, té també un rol
crucial en la hipertrofia cardiaca i la prevencid de la seva transicié a fallada cardiaca
[217]. Els complexes mTOR, que regulen el creixement cel-lular i la supervivencia,
també estan implicats en el control del creixement adaptatiu del cor [201].

Finalment, també participen en el creixement fisiologic les MAPK (Mitogen-
activated protein kinase) ERK1/2 (Extracellular-signal regulated kinases), que s’activen
en els cardiomiocits en cultiu per diversos estimuls d’estrés, tals com factors de
creixement. Els ratolins transgénics amb una sobre-activacié de ERK1/2 presenten una
hipertrofia compensada, concentrica i amb bona funcié contractil [218]. A més, la
inhibicié de ERK1/2 causa una major dilatacio cardiaca patologica en resposta a 'estrés
[219]; resultats semblants s’observen en ratolins amb una disrupcio de ERK1 i ERK2 en
el cor, que presenten problemes cardiacs en resposta a I'estrés o inclis I'edat [220].

Tot aix0 demostra que la senyalitzacié per ERK1/2 és un component crucial de la
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resposta hipertrofica fisiologica protectiva i, de fet, protegeix els cardiomiocits de la
mort després del dany isquéemic [221].

En resum, el cor pot créixer fins a un nivell determinat en resposta a estimuls
fisiologics sense un augment de la morbiditat i mortalitat. La hipertrofia fisiologica, a
més, es podria considerar una forma de prevenir la disfuncié cardiaca, ja que la pérdua
del control de la hipertrofia fisiologica i les vies que controlen I'homeostasi del
creixement dels cardiomiocits promou directament dilatacié i possiblement disfuncio i
fallada cardiaques [201], aquest és el cas dels ratolins sense ERK1 i ERK2, que
presenten uns cardiomiocits incapacos de créixer en amplada i aixd suposa I'activacié
d’'un programa molecular erroni que comporta un creixement allargat dels

cardiomiocits que donen lloc a una fallada cardiaca [220].
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Figura 18: Molécules de la senyalitzacio intracel-lular activades durant la hipertrofia. En verd,
molécules de les vies de senyalitzacié que un cop activades tenen un rol protector en la progressié cap a
la fallada cardiaca. Per contra, I'activacié de les molécules en vermell afavoreix la transicié cap a la

hipertrofia patologica i la possible fallada cardiaca [210].
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5.1.1.2- Mecanismes d’induccid de la hipertrofia patologica.

Les vies de senyalitzacié que s’expliquen a continuacié participen en una
remodelacié hipertrofica cardiaca que afavoreix la transicié cap a la fallada cardiaca.

Entre les vies més intensament estudiades es troba la via de la calcineurina,
implicada com a regulador crucial en la resposta hipertrofica a diferents estimuls [222].
La calcineurina és una fosfatasa serina/treonina regulada per calci/calmodulina, molt
abundant en els cardiomiocits, que defosforila una gran varietat de substrats, tals com
els membres de la familia de factors de transcripcio NFAT (Nuclear Factor of activated
T cells) causant la seva translocacié al nucli on formen complexes amb cofactors com
Gatad4 o Mef2, involucrats en el desenvolupament cardiac embrional, per tal d’activar
la transcripcié de gens hipertrofics [223] (figura 18). Els ratolins transgénics amb la
forma activa de la calcineurina desenvolupen hipertrofia cardiaca i fallada cardiaca en
dos mesos, demostrant la implicacio de la calcineurina en el tipus d’hipertrofia
patologica [224].

El rol de les proteines G en la hipertrofia cardiaca també ha estat forca estudiat,
en concret el de tres proteines d’unié a GTP que transdueixen diferents estimuls de
creixement, Gq, Gs i Gi. Gq és la diana de I'angiotensina Il, endotelina-1 i I'estimulacio
a-adrenergica, que s’ha demostrat que determinen hipertrofia cardiaca [225-227]; aixi
doncs, els ratolins transgeénics que sobre-expressen Gg presenten una hipertrofia
excentrica, lligada a una disfuncié contractil, demostrant la implicacié de Gq en la
forma patologica de la hipertrofia [228]. La proteina Gs esta involucrada en la
senyalitzacié B-adreneérgica; quan les catecolamines s’uneixen als receptors de
membrana activen la proteina Gs, que hi esta acoblada, que augmenta la produccié de
cAMP, i la conseqiient activacié de la kinasa dependent de cAMP (PKA), que fosforila
nombroses proteines involucrades en la mobilitat del Ca®* i el control de la
contractilitat [229] (figura 18). L'Us d’antagonistes B-adrenérgics, que aparentment
restauren a una senyalitzacid B-adrenéergica correcta, protegeix els cors hipertrofics de
degenerar cap una cardiomiopatia severa [230].

Les vies MAPK representen un altre sistema involucrat en el creixement
hipertrofic. Consisteixen basicament en tres families, JNKs (c-Jun N-terminal kinase),
P38 i ERKs [210]. Es tracta de molécules interessants perqué s’activen per diversos

estimuls mitogenics i, per tant, estan involucrades en diverses formes d’hipertrofia. Les
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MAPKs ERK1/2 participen, com s’ha explicat, en la hipertrofia fisiologica. P38 esta
involucrat en la resposta a diferents estimuls que porten a una remodelacié
hipertrofica, i la sobre-expressié del seu activador, Tak1, causa una forma d’hipertrofia
gue condueix a una disfuncid miocardica important i una mort prematura. Per la seva
banda, JNK és essencial per a la hipertrofia cardiaca i la disfuncié induida per Gq. Per
tant, I'activacio sostinguda de p38 o JNK comporta cardiomiopatia i fallada cardiaca,
mentre que estudis amb perdua de funcié d’aquests gens demostren la seva funcié
com a reguladors negatius de la hipertrofia cardiaca [199](figura 18).

A més de les vies de senyalitzacié iniciades per estimuls extracel-lulars, una
causa forca comuna de cardiomiopatia sén les mutacions que afecten proteines
contractils i estructurals [13]. Mutacions que afecten la MHC (Myosin Heavy Chain), la
proteina d’unié a la miosina o altres components de 'aparell contractil, s’ha demostrat
gue causen una cardiomiopatia hipertrofica en humans i models animals [231]. Un
altre exemple és la titina, que ddéna suport estructural regulant la distensié dels
sarcomers, les mutacions en aquest gen en humans causen també cardiomiopatia

hipertrofica [232].

5.2- La cardiomiopatia isquémica.

La cardiomiopatia isquémica, que és conseqliencia d’un flux coronari
insuficient, constitueix una de les principals causes de mort i incapacitat en els paisos
industrialitzats i la seva prevalenca augmenta continuament en el conjunt de la
poblacid mundial. Immediatament després d’una oclusié coronaria aguda, el flux
sanguini s’interromp en els vasos coronaris més enlla de I'oclusid, excepte per petites
quantitats de flux col-lateral dels vasos del voltant. La part del muscul que no rep flux o
gue no en rep suficient com per a mantenir la funcié del miocardi es diu que pateix
isquemia, i "anomena zona infartada. El procés en conjunt és I'infart de miocardi. A les
poques hores d’abséncia total de flux sanguini les cel-lules moren, i aguesta mort és la
principal complicacié que acaba causant la mort del pacient.

Un cop es produeix una oclusié coronaria, la reinstauracié del flux coronari o
reperfusido és una condicid indispensable per a que no es desencadeni la mort dels

cardiomiocits isquemics. Com abans es produeixi la reperfusid, menor sera el dany i la
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mort. Quan aquesta té lloc després de diverses hores ja no es modifica apreciablement
la mida final de I'infart [233].

Pel que fa al tipus de mort cel-lular que té lloc en les situacions de fallada en el
teixit cardiac, hi ha forca controversia sobre si es tracta d’una mort apoptotica
dependent de caspases o no. Estudis amb pacients en els Ultims estadis de
cardiomiopatia mostren que en un moment donat, entre 80 i 250 cel-lules cardiaques
de cada 10’ sofreixen apoptosi [234, 235], mentre que els nivells normals d’apoptosi
en un cor saludable huma es troben entre 1 i 10 cél-lules de cada 10°. Aquests estudis
demostren que I'apoptosi juga un paper important en aquest procés. Mitjancant la
creacié d’un ratoli transgénic amb una activacié induible de les caspases dels
cardiomiocits, Wencker et al. varen estudiar el paper de I'apoptosi en la fallada
cardiaca. Una induccié aguda de I'apoptosi dependent de caspases causa la mort de
tots els ratolins [236], d’altra banda, una dosi practicament nul-la de la droga inductora
d’apoptosi causa en aquests ratolins una disminucid de la supervivencia resultat d’una
cardiomiopatia causada per uns nivells baixos, perd anormals (23 miocits de 10°),
d’apoptosi en els miocits. El mateix estudi mostra com mitjangant el tractament
d’aquests ratolins amb un inhibidor quimic de caspases es produeix una reduccié de
I"'apoptosi en els cardiomiocits acompanyada d’una abséncia de dilatacié ventricular,
menys fibrosi i millora de la funcid sistolica [236]. Aixi doncs, en el model d’aquest
estudi, nivells baixos d’induccié d’apoptosi dependent de caspases son suficients per a
induir una cardiomiopatia.

D’altra banda es troben els estudis que defensen que I'apoptosi i les caspases
no estan implicades en la mort dels cardiomiocits durant la fallada cardiaca . La necrosi
és un tipus de mort cel-lular alternativa a I'apoptosi, caracteritzada sobretot per una
disminucio en la produccié d’ATP, una disrupcido de la membrana plasmatica i dels
organuls sense la formacié de cossos apoptotics, una pérdua del potencial de
membrana mitocondrial des del comengament del procés i una marcada inflamacié
[237]. Basant-se en les seves caracteristiques morfologiques s’havia considerat que la
necrosi era un tipus de mort accidental, sense regulacid, pero diferents estudis donen
suport al concepte de necrosi programada [237], tot apuntant la necrosi com el tipus
de mort responsable de la fallada cardiaca, entre d’altres [238]. La formacié de porus a

la membrana mitocondrial interna és una de les principals vies d’activacid de la
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necrosi, ja que causa la distorsié del potencial de membrana i una pérdua de la funcié i
estructura mitocondrials que acaben causant la mort necrotica de la cel-lula [237]. La
Cyclophilin D (CypD) és una proteina que participa en aquest tipus d’activacié necrotica
mitocondrial facilitant la formacio dels porus, ratolins deficients en CypD sdn resistents
a la mort per isquémia/reperfusié in vivo, mentre que la sobre-expressié d’aquesta
proteina causa una disrupcié mitocondrial i la mort cel-lular [239], a més, les cél-lules
deficients en CypD moren de manera normal en resposta a diferents estimuls
apoptotics, pero son resistents a la mort necrotica induida per ROS i sobrecarrega de
Ca®*, demostrant gue la CypD no esta implicada en la mort per apoptosi, i per tant, el
fet que els ratolins CypD siguin resistents al dany cardiac induit per
isquemia/reperfusié indica que la mort que té lloc en el dany cardiac és independent
de les caspases i I'apoptosi [240]. Un estudi amb un ratoli transgenic amb una sobre-
expressié cardio-especifica de la subunitat B2 d’un canal de Ca** de tipus L, mostra
com aquest ratoli té una sobrecarrega de Ca”*, necrosi miocardica i fallada cardiaca. El
blogueig d’aquests canals mitjancant la deleci6 de CypD, per contra, evita la
cardiomiopatia, mentre que la sobre-expressié de Bcl-2 (inhibidor d’apoptosi) no té
cap efecte; demostrant que és la necrosi, i no I'apoptosi, el principal causant
d’aquesta patogenesi [238].

Com hem comentat, en un procés isquemic és possible limitar la mida de
I'infart mitjancant la reperfusio, tot i aixd, una part del dany que es desenvolupa es
deu a la mateixa reperfusid, i es coneix com a dany per reperfusié o dany per
reperfusio letal [241]. Aixi doncs, tot i ser totalment necessaria per a evitar la mort
cel-lular després de la isquemia, la reperfusio per ella mateixa també suposa un dany i
mort cel-lular. Durant els primers minuts de la reperfusid, el desenvolupament d’una
hipercontractura en els cardiomiocits sembla ser la primera causa de la mort de les
cél-lules, forca estudis impliquen la necrosi com a responsable d’aquesta mort [242],
tot i que el debat sobre si la mort és dependent o independent de caspases és viu.

Els nivells elevats i oscil-lants de Ca®* tenen un paper important en la necrosi
dels cardiomiocits induida per reperfusié tot induint una activacié contractil excessiva,
gue ddna lloc a la fragilitat del citoesquelet i sarcolemna que afavoreix la transicio cap
a la permeabilitat del mitocondri, que inicia el programa necrotic [241, 243]. Una de

les principals causes de la sobrecarrega de Ca*" durant la reperfusido és I'entrada
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addicional de Ca®" a través de I'intercanviador de Na/ Ca®* (NCX) operant en mode
revers [244], que al seu torn, és una conseqiéncia d’un augment en la concentracié de
Na® citosolic [245], que el debilitament de I’ATPasa Na*/K* no pot ajudar a revertir
[246]. Per la seva banda, les calpaines sén unes proteases que requereixen Ca** per a
la seva activitat i que presenten una activitat desregulada durant les condicions
patofisiologiques que comporten una pérdua de 'homeostasi del Ca®* [247]. Les
calpaines es mantenen inactives abans de la reperfusio gracies al pH acid i la forga
ionica que suposa el miocardi isquemic [248], durant la reperfusid miocardica, pero,
s’activen i actuen degradant proteines estructurals [243]. Durant els primers minuts de
la reperfusié després d’una isquémica prolongada, I’activitat de I’ATPasa Na*/K" es veu
afectada, aquesta disminucid es deu a una reduccié en els nivells de proteina associada
a la membrana del citoesquelet d’aquest intercanviador, procés mediat per les
calpaines [249], que degraden la fixacié de I'intercanviador Na*/K" a la membrana del
citoesquelet. Un estudi demostra que la inhibicié de les calpaines evita el debilitament
de I'ancoratge de Iintercanviador Na'/K’, evitant el bombeig de Na* cap al citosol i
I'alteracid de la funcié de NCX; i per tant, demostra que I'activacié de les calpaines
induida per un augment del Ca®" citosolic durant els primers minuts de la reperfusié
afecta la funcié de I’ATPasa Na*/K", que resulta en un nou augment de Ca®* a través del
mode revers de NCX, donant lloc a un cicle viciés que pot causar a la mort del
cardiomiocit [249].

Estudis previs del nostre grup van també en contra del dogma de la implicacié
de les caspases en la mort dels cardiomiocits adults deguda a processos isquemics.
Aquests estudis demostren in vitro que el silenciament de les caspases que es produeix
amb el desenvolupament no és reversible, i que durant la induccié d’isquémia no es
produeix cap reactivacié de les caspases i, per tant, la mort de les cél-lules és caspasa-
independent [103]. A més, aquest estudi demostra que la maquinaria apoptotica
independent de caspases (EndoG, AIF) substitueix la dependent de caspases en els
cardiomiocits adults, i és la responsable de la mort per isquémia [103]. Aquests

estudis, pero, s’"han portat a terme només in vitro i caldria validar-ho in vivo.
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6- Cicle Cel-lular.

6.1- Introduccio al cicle cel-lular, ciclines, CDKs i CKis.

Cada dia es descobreixen noves especies que se sumen als ja 8,7 milions
d’espécies eucariotes existents. Per a créixer i reproduir-se totes aquestes especies
confien en la progressid de les seves cel-lules a través del cicle cel-lular, requerint la
duplicacié del DNA genomic i la subseqtient distribucié a les noves cel-lules filles [250].

El cicle cel-lular eucariotic tipic es divideix en quatre fases. En la primera fase,
G1, les cél-lules creixen i poden entrar en la seglient fase, la fase de sintesi, S, on té lloc
la replicacié del DNA nuclear. Després passen a la fase G2, on les cel-lules creixen i es
preparen per entrar a I'tltima fase, la mitosi, M, on les cromatides se separen i es
distribueixen entre les noves cel-lules filles formades (figura 19). La mitosi es divideix
també en quatre fases; profase, on es formen els cromosomes, metafase, on els
cromosomes se situen al centre de la cel-lula, anafase, on se separen els cromosomes i
telofase, on té lloc la formacié de dos nuclis dins la cel-lula . La citoquinesi, que no és
estrictament una fase del cicle cel-lular, segueix la mitosi i completa el programa de
divisié cel-lular amb la formacié de dues céel-lules filles separades per una membrana
plasmatica i, segons |'especie, una paret cel-lular [251]. La progressio a través del cicle
cel-lular esta controlada per diferents punts de control, essent els principals els punts
de control d’entrada a la fase S (punt de control G1-S) i a la mitosi (punt de control G2-
M) i el punt de control del fus, que controla la progressio a I'anafase (figura 19).

Existeix una amplia diversitat de programes de cicle cel-lular entre especies que
estan associades tipicament a uns estadis de desenvolupament o unes condicions
fisiologiques concretes [252]. Per exemple, els cicles de les cel-lules embrioniques sén
sovint rapids i poden saltar-se una o ambdods fases G [253]; una altra variant és la que
es dona quan té lloc la replicacié del DNA gendmic sense mitosi ni citoquinesi, produint

cél-lules poliploides o multinucleades [254] (figura 19).
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(a) (€)

Figura 19: Cicle cel-lular i variants. A) Tipic cicle cel-lular eucariota amb els seus punts de control. B)
Cicle cel-lular embrional, més rapid i amb el possible salt d’algunes fases. C) Cicle cel-lular en teixits
madaurs i diferenciats, les cél-lules entren en un cicle on la fase S no esta seguida d’una fase M, siné
d’una altra fase S i el resultat son cel-lules poliploides. P:profase, M:metafase, A:anafase, T:telofase

[251].

La progressio del cicle cel-lular esta controlada per I’activitat d’un grup especific
de kinases serina/treonina, les CDKs (cyclin-dependent kinase), que s’activen per la
unié de les ciclines (Cyc), formant un complexe CDK-ciclina. En llevats una Unica CDK
controla tot el cicle cel-lular i és essencial per a la proliferacié [255], en mamifers, en
canvi, existeixen diferents CDKs amb diferents funcions en el cicle cel-lular. De manera
general, Cdk4 i Cdk6é amb unié a CycD promouen la transicio de la fase GO, una fase de
repos on les cel-lules es troben en estat quiescent, cap al comencament del cicle. Cdk2
controla I'entrada i progressio a través de la fase S formant complex amb CycE o CycA.
Finalment, Cdkl amb CycA o CycB controla I'entrada i progressio a través de la fase M
[256, 257].

La regulacid de l'activacié de les CDKs és més complexa en els punts de
restriccid6 o control entre les diferents fases del cicle. L'acumulacié de ciclines o
inhibidors de CDK esta fortament controlada per xarxes de transcripcio i control post-
traduccional mitjancant la localitzacio i degradacid de proteines. A més, |'abundancia
dels reguladors esta també subjecta a processos de control intensius [258].

La cascada reguladora d’entrada a la fase S amb elements com la maquinaria de
replicacio del DNA (per exemple PCNA: proliferating cell nuclear antigen) i el complex
del manteniment dels minicromosomes esta controlada a nivell transcripcional per dos
reguladors contraris: E2F (E2 transcription factor) i Rb (retinoblastoma protein),

regulats positiva i negativament, respectivament. Aixi doncs, la fosforilacid i inactivacid
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de proteines Rb per part de Cdk4/6-CycD inicia la transcripcid, reprimida per Rb, de
gens diana de E2F, entre els quals hi ha CycA i CycE, tot completant la fosforilacié de
proteines Rb, que suposa I'activacid d’altres gens diana de E2F i que culmina amb l'inici
de la fase S [259, 260] (figura 20A).

Pel que fa a la transicio del segon punt de control, '’entrada a la fase M, s’han
identificat dos mecanismes reguladors: el control de APC/C (anaphase-promoting
complex/cyclosome), I'entrada a la mitosi requereix la degradacié de CycA i CycB per
part de APC/C [261], i la fosforilacid/defosforilacié de CDKs. La fosforilacio de les CDK
esta catalitzada per Weel i Mytl [262]. Quan una CDK esta fosforilada esta inhibida, i
el pas principal en la progressio cap a la mitosi és la defosforilaciéo de Cdk1 que porten
a terme les fosfatases Cdc25 [263] (figura 20B). Contrariament, el cicle cel-lular queda
bloquejat després del dany al DNA, aquest bloqueig té lloc mitjancant la fosforilacié i

inhibicid de Cdc25 per part de Chk1 i Chk2 (checkpoint kinase 1-2)[264].
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Figura 20: Control dels punts de transicié de les fases del cicle. A) Complexes CDK/Cyc que regulen la
transcripcié Rb/E2F necessaria per a la progressio a la fase S [265]. B) Fosfo-control de les CDK necessari
per a la progressio cap a la mitosi per part de les kinases Weel i les fosfatases Cdc25, en verd:activavio,

en vermell: inhibicio, groc:fosforilacié [251].

L'activitat i especificitat de substrat de les CDK esta controlada tant per les CDK com

per les ciclines amb les quals formen complexes [266, 267]. Diversos estudis basats en
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aproximacions proteomiques han permes coneixer els substrats potencials de la
majoria de CDKs, que inclouen proteines involucrades en processos tals com la
traduccié, remodelacié de la cromatina, secrecid proteica, transport nuclear i altres
processos no suposats previament d’estar sota el control del cicle cel-lular [268].

L'activitat de les CDK, doncs, esta regulada per la unié a les ciclines; a la vegada,
pero, esta frenada pels CKls, inhibidors de CDK. Els CKls es classifiquen en dues
families segons la seva estructura i la CDK diana sobre on actuen. La primera familia
inclou les proteines INK4 (inhibidors de CDK4), anomenades aixi per la seva habilitat
d’inhibir especificament les subunitats catalitiques de CDK4 i CDK6, aquestes proteines
estan compostes de multiples repeticions que només s’uneixen a aquestes dues CDK.
Els CKI que formen aquest grup son p16™“® [269], p15™*** [270], p18™** [271] i
p19INK4d [272]. L’altra familia d’inhibidors es coneix com Cip/Kip i el formen proteines
amb una capacitat inhibitoria molt més amplia, sdn capaces d’inhibir I'activitat de les
kinases dependents de CycA, de CycE, de CycD i de CycB. Aquesta familia inclou p21Cipl
[273], p27Kipl [274] i p57Kip2 [275], totes elles contenen uns motius d’unié en I'extrem
amino-terminal que els permet unir-se tant a ciclines com a CDKs [260].

Aixi doncs, per a ser actives les CDK s’han d’unir a ciclines, que funcionen com
una mena de subunitat reguladora de les CDK; els CKI, per la seva banda, inhibeixen els
complexes CDK/Cyc. Tot i aix0, estudis recents demostren que les subunitats
individuals sense necessitat de cooperacid ni formacié de complexes tenen també
altres funcions, implicades en una gran varietat de funcions independents del cicle
cel-lular, com sén la transcripcio, reparacié del dany al DNA, regulacio de la degradacio
proteolitica, regulacidé epigenética, metabolisme, funcié neuronal i renovacié de les

cel-lules mare [265].

6.2- Regulacio del cicle cel-lular en els cardiomiocits.

L'activitat del cicle cel-lular és un component important en la diferenciacio i
morfogeénesi cardiaca. Sobre I'estadi embrional E8 del ratoli els nivells de sintesi de
DNA son exageradament elevats; en canvi, l'inici de la diferenciacié cardiomiogenica va
acompanyada d’una reduccié en la sintesi del DNA, aixi doncs, durant els ultims estadis
de I'embriogénesi el nivell de proliferacid dels cardiomiodcits disminueix gradualment

[276, 277]. Poc després del naixement té lloc una transicid del creixement miocardic
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hiperplastic a hipertrofic (punt 1.3); a nivell morfologic aquesta transicido esta
caracteritzada per un augment en la densitat de les miofibril-les, I'aparicié de discs
intercalats madurs i la formacié de cardiomiocits binucleats (figura 21) [278]. La
binucleacio resulta d’una duplicacié genomica sense citoquinesi. Es podria considerar,
doncs, que hi ha dues fases de sintesi de DNA en els cardiomiocits, la primera té lloc
durant la vida fetal i esta associada exclusivament amb la proliferacio dels
cardiomiocits, i la segona té lloc en la vida postnatal i esta associada amb la binucleacio
[277].

Figura 21: percentatge de ceél-lules mono i

binucleades en els cardiomiocits totals. Es

mostra com la majoria dels cardiomiocits adults

son binucleats, i que aquest procés comenca

% of cells

cap al quart dia postnatal [279].

i 3 5 7 10 4 28
Postnatal day

Mirant els nivells d’expressié de les proteines implicades en la regulacio del
cicle cel-lular hi ha canvis importants entre els estadis embrionals i postnatals. En
general, els reguladors positius del cicle cel-lular (ciclines, CDKs i protooncogens) es
troben fortament expressats en els cors embrionals mentre el cicle cel-lular esta actiu,
en canvi, 'expressié de la majoria d’aquests reguladors positius cau en el periode
postnatal (figura 22) [278-280]. Per contra, els nivells d’expressiéd dels reguladors
negatius del cicle cel-lular (com p21 i p27) es troben freqlientment augmentats durant
els Ultims estadis de gestacid i el periode postnatal [278, 280].

Pel que fa als nivells d’activitat de les CDK s’observa també que aquesta
disminueix després del naixement. Cal destacar que durant l'inici de la binucleacio
mentre que CDK4 i CDK2 ja gairebé no hi sén presents |'activitat de CDK1 encara esta al
50% del seu maxim, i aix0 podria ser suficient per a iniciar la divisid nuclear perd no
suficient per a la divisio citoplasmatica (figura 23). Per tant, la forma activa de CDK1 en
els cardiomiocits neonatals pot estar involucrada en l'inici de la binucleacié. També cal
destacar, que l'activitat de la DNA polimerasa a disminueix importantment durant la

primera setmana postnatal en rata [281].
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6.2.1- Reguladors de la proliferacié cardiaca.

Figura 22: Analisis densitométrics de les CDK i
Cyc en els cardiomiocits durant el periode
postnatal. A) Abundancia proteica de les
ciclines. o:ciclina B; ¢:ciclina A; n:ciclina D. B)
Abundancia proteica de les CDK. 0:CDK1;

¢:CDK2; n:CDK4 [280].

Figura 23: Activitat de les CDK durant la
binucleacid. Es mostra com durant I'inici de la
binucleacié CDK1 és I"inica CDK encara activa i
la que pot estar involucrada en l'inici del procés
0:CDK1; ¢:CDK2; n:CDK4; A:formacié de Ia

binucleacié [280].

Esta generalment acceptat que els cardiomiocits retenen una certa capacitat de

sintetitzar DNA, no obstant, hi ha un fort debat sobre la freqliencia amb que aixo es

produeix i si aguesta sintesi de DNA ddna lloc necessariament a divisio cel-lular [278].

S’han fet diferents estudis consistents en intervencions genetiques que sén capaces de

promoure, en els cardiomiocits, la sintesi de DNA i, en alguns casos, la citoquinesi. La

sobre-expressio d’alguns activadors del cicle cel-lular com la Ciclina A2 o la Ciclina D2

s’ha mostrat que promouen desdiferenciacié i proliferacid en cardiomiocits post-
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mitotics [1]. Alguns exemples més en sén el ratoli transgenic per CDK2, que té un
augment en la sintesi de DNA pero una disminucié de la multinucleacido en els
cardiomiocits adults [282]; i els cardiomiocits ventriculars de rata als quals se’ls ha
sobre-expressat FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) o bé FGFR1 (Fibroblast Growth
Factor Receptor 1) que presenten un augment en el nombre de cél-lules [283, 284].

La diferenciacid i proliferacié sén tipicament processos cel-lulars oposats, en el
sentit que les molecules que promouen la diferenciacié normalment impedeixen la re-
entrada al cicle cel-lular. Un exemple n’és p38, la seva sobre-expressié inhibeix la
proliferacié en cardiomiocits neonatals, mentre que la inhibicio de la seva activitat o la
seva deleci6 genetica augmenta el nombre de cardiomiocits en mitosi [285]. A més, la
inhibicié de p38 pot iniciar la proliferacié en cardiomiocits adults diferenciats tot
induint desdiferenciacio [286]. D’altra banda, la combinacié de la inhibicié de p38 amb
I’addicido de FGF1 bloqueja I'apoptosi, augmenta la proliferacié dels cardiomiocits i
millora la funcié cardiaca en rates adultes després d’un infart [286, 287]. La
neuregulina 1 (NRG1) és un altre gen que quan sobre-expressat indueix la proliferacié
en cardiomiocits, perdo només d’aquells que sén diferenciats i mononucleats, quan aixo
passa, la citoquinesi té lloc gracies a que es desassemblen els sarcomers; la NRG1, a
més, redueix la formacio de teixit cicatritzat i millora la funcid cardiaca quan s’aplica a
ratolins adults després d’un infart [288]. Finalment, els microRNA (miRNA), que ajuden
a regular el desenvolupament cardiac i el creixement, també estan involucrats en la re-
entrada en el cicle cardiac i la millora de la funcié cardiaca després de la perdua de
cardiomiocits que segueix el dany cardiac [1].

Un estudi important és el de Porrello et al., que estudia el potencial regeneratiu
del cor de ratoli neonat [289]. Els amfibis i peixos retenen una remarcable capacitat de
regeneracio cardiaca; el peix zebra adult, per exemple, és capa¢ de regenerar, sense
formacié de citatriu, més del 20% del ventricle a partir de la proliferacié dels
cardiomiocits [290]. El cor del peix zebra adult és anatomicament similar al cor
mamifer embrional abans de la septacid, format de cardiomiocits petits, mononucleats
i amb capacitat proliferativa [291]. Donada aquesta similitud, Porrello et al. varen
estudiar si el mecanisme de regeneracio cardiaca en el peix podria haver-se conservat
en el cor mamifer neonatal mitjancant la resecciéo d’un tros de I'apex del ventricle

esquerre. Amb 21 dies, un cor de ratoli P1 és capag de regenerar completament I'apex
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i restaurar correctament el miocardi, mantenint una funcio sistolica normal en I'apex
format. Donat que la proliferacid dels cardiomiocits esta caracteritzada per un
desensamblament del sarcomer [292], durant la mitosi es produeix una marginalitzacio
de les estructures sarcomeériques cap a la periferia, varen comprovar que aixo es
produia en els cardiomocits dels cors operats, demostrant que el potencial regeneratiu
del teixit cardiac en el cor neonatal de ratoli implica una desdiferenciacid i una
proliferacié dels cardiomiocits. Per tal de determinar si aquest potencial de
regeneracio es perd quan els cardiomiocits surten del cicle cel-lular, varen realitzar el
mateix tipus d’experiment en ratolins P7, que sén incapagos de regenerar el miocardi
després de la reseccio d’'un tros d’apex, no hi ha senyals de proliferacié ni
desensamblament dels sarcomers i desenvolupen un nivell important de fibrosi [289].
Aquests resultats indiquen que la capacitat regenerativa del cor neonatal es perd

durant la primera setmana de vida postnatal.

6.3- El metabolisme en la regulacié del cicle cel-lular.

La creacid de dues cel-lules a partir d’'una requereix una enorme generacio de
noves proteines, lipids i acids nucleics; la decisié d’una cél-lula d’entrar al cicle cel-lular
representa, doncs, una gran obligacié energetica [293]. Els primers estudis en llevat
demostren que hi ha una sincronitzacié entre la progressié del cicle cel-lular i la del
cicle metabolic, per tant, sembla haver-hi una relacid entre I'expressié dels enzims
metabolics i la progressido de cada fase del cicle cel-lular [294]. Alguns estudis amb
ratolins han ajudat a fer-ho evident, un exemple sén els ratolins deficients en p21 i
p27, que desenvolupen un alt grau d’obesitat [295]; i també els ratolins deficients en
E2F, que presenten un metabolisme alterat, i indica que la xarxa transcripcional CDK4-
Rb-E2F pot reprimir el metabolisme mitocondrial oxidatiu [296, 297].

En general les cel-lules tumorals tenen una serie de canvis metabolics que les
fan passar d’un metabolisme catabolic (captacié substrats) a un d’anabolic (consum
d’energia) [298]. Les cel-lules normals en proliferacio, perd no les post-mitotiques
(que consisteixen la majoria de teixits adults sans), s6n metabolicament semblants a
les tumorals [299].

La relacié entre metabolisme i proliferacid suggereix que hi ha d’haver una

mena de sensor energetic, demostrat pel simple fet que quan a la majoria de céel-lules
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en cultiu se’ls treuen els nutrients extracel-lulars (per exemple el serum) experimenten
una sortida del cicle cel-lular [293]. El principal sensor és AMPK (AMP-activated protein
kinase). La via Lkb1/AMPK s’activa per l'estrés energétic i suprimeix les vies
anaboliques i activa les cataboliques, tot inhibint la proliferacié [300]. A més,
I'activacié de AMPK déna lloc a la fosforilacid i conseqlient activacié del gen supressor
tumoral p53, que indueix una aturada del cicle mediada per p21 [301]. Una altra diana
important de AMPK, a la qual inhibeix, és la via mTOR, una via induida per factors de
creixement extracel-lulars, com la insulina o els nivells d’aminoacids, que promou les
vies anaboliques i la proliferacid cel-lular en multiples contextos [298] (figura 24). Els
nivells d’aminoacids es detecten a la superficie del lisosoma on mTOR esta enganxat
mitjancant les GTPases Rag [302], que s’enganxen al lisosoma per un complex
anomenat Ragulator que actua com a factor d’intercanvi de nucleotids de guanina
(GEF), quan activada, mTOR té centenars de dianes que promouen la progressio del

cicle cel-lular (figura 24).

amino aclds

Figura 24: Activacié-Inhibicié de mTOR. Els nivells d’aminoacids es mesuren al lisosoma, al qual Tor esta
unit. L'activitat de mTor esta regulada negativament per AMPK que s’activa per sensors com LKB1 o per

la manca d’energia, tot desencadenant |’aturada del cicle [293].

68



Introduccio

Mentre que la manca de serum de les cél-lules en cultiu esta clar que inhibeix la
sintesi de DNA, no és tan conegut que la reduccio extracel-lular de glucosa, aminoacids
o ions fosfat pot ser la causa d’un arrest en la fase GO/G1 del cicle [303]. Un mediador
d’aquest punt de control metabolic és |'activacio de I'arrest, ja explicat, mitjancat per
p53 quan és activat per AMPK, altres estudis suggereixen que aquesta via es pot
activar per altres inductors d’estrés energeétics, tals com la disrupcio del transport
electronic mitocondrial [304]. En Drosophila, aquesta disfuncid mitocondrial activa
dues vies que poden causar |'arrest del cicle cel-lular tot inhibint I’entrada a la fase S,
una és la degradacié de Ciclina E mitjangant AMPK-p53 i degut a una insuficient
produccié de ATP [304] i I'altra és la induccid de p27 per part de ROS [305]. En llevat
sembla que I'aturada de cicle a més de produir-se per estrés mitocondrial (produccié
de ROS) o per manca de nutrients (activacié de AMPK), també es pot produir per una
reduccio en la quantitat de DNA mitocondrial [306].

Un altre estudi en llevat va més enlla [307]. L'adicié de fonts de carboni en
llevat indueix les cel-lules a deixar la fase quiescent i comencar la fase de creixement,
caracteritzada per un augment en |'expressio dels gens de cicle i en la respiracié [308].
Entre els metabolits que més augmenten durant la fase de creixement destaca Acetil-
coA [309], principal intermediari en I'oxidacié de la glucosa per a produir ATP i també
un precursor per a la biosintesi de nombrosos metabolits necessaris per a produir una
nova cel-lula, tals com lipids i esterols [307]. Aixi doncs, les fonts de carboni que poden
convertir-se en Acetil-CoA poden induir I'entrada al cicle cel-lular. A més, aquest estudi
mostra que el pic de concentracio d’Acetil-CoA durant la fase de creixement coincideix
amb el comencament de l'acetilacié d’algunes histones (com H3 o H4), presents en
algunes proteines involucrades amb el creixement, tot indicant que els llevats
mitjangant la regulacio de I'acetilacio d’algunes proteines importants per al creixement
en sincronitzacio amb els nivells d’Acetil-CoA poden coordinar la decisié d’entrar en
cicle [307]. Aixo ho demostra el fet que els llevats amb defectes en I'acetilacio creixen
més lentament i tenen cicles anormals [307]. Una revisio recent diferencia entre les
tres formes que pot prendre I’Acetil-CoA: mitocondrial, citosolica i nuclear. L'Acetil-
CoA nuclear és el que estaria involucrat en I'acetilacié que regula el cicle cel-lular [310].

En referéncia a la implicacié del mitocondri en el control del cicle cel-lular hi ha

una creixent apreciacido del rol i la influencia de la dinamica mitocondrial en la
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progressio del cicle cel-lular. Els mitocondris poden existir en un estat fragmentat
(fissid), en un estat tubulat (fusid), o com és més comu en les cel-lules en cultiu en
creixement, en una barreja de les dues morfologies [311]. Estudis amb ceél-lules de
mamifers suggereixen que a mesura que les cel-lules progressen a través de G1 el
potencial de membrana mitocondrial i la respiraciéd augmenten [312], a més, durant la
transicio G1/S els mitocondris sembla que sofreixen una marcada alteracido en la
morfologia, formant una xarxa molt fusionada i hiperpolaritzada [313], aquests canvis
mitocondrials augmenten la capacitat bioenergética i regulen I'acumulacié de Ciclina E.
Per contra, durant la transicio G2/M els mitocondris acostumen a trobar-se en la seva

forma fragmentada (figura 25).

Fuslon
increased
mitochendrial mass
res ; 7 G2/M
Phase . i Phase
Sellat Fragmented mitochondria
Fusadfiubulated mitochondria /
\ Fission
increased

mitochondrial number

Figura 25: Dinamica mitocondrial i cicle cel-lular. Els mitocondris sofreixen alteracions en la seva
morfologia, la fusio resulta en la formacié de mitocondris tubulats allargats i la fissié en mitocondris
fragmentats. Aquesta morfologia esta coordinada amb el cicle cel-lular, amb mitocondris fusionats

durant G1/S i mitocondris fragmentats durant G2/M [293].

En resum, els estudis que demostren una relacié entre el metabolisme i el
control de la progressid del cicle cel-lular, sobretot en llevat, sén cada vegada més
nombrosos, indicant que I'estrées mitocondrial o bé una alteracié en I'obtencié de
nutrients i conseqlientment en I'obtencid d’energia i metabolits importants com

I’Acetil-CoA, poden comportar alteracions i I’aturada del cicle cel-lular.

70



Hipotesi i Objectius






Hipotesi i objectius

Les caspases son silenciades durant el desenvolupament cardiac, de manera
gue la seva maxima expressio es produeix durant el periode embrional i és
practicament nul-la en I'edat adulta. A més, diversos estudis demostren com alguns
membres de les vies de senyalitzacid apoptotica porten a terme funcions no-
apoptotiques importants, per exemple en el desenvolupament o la diferenciacio dels
teixits. En concret, els ratolins deficients en les caspases 3 i 7 tenen un
desenvolupament cardiac anormal.

Dit aix0, la nostra hipotesi és que el fet que en el cor les caspases s’expressin
sobretot en estadis embrionals indica que les caspases participen en el correcte

desenvolupament cardiac portant a terme una funcid independent de I'apoptosi.

L’objectiu d’aquest treball és:

- Analisi de la funcié no-apoptotica de les caspases 3 i 7 en el desenvolupament

cardiac.

Al tractar-se d’un treball molt dinamic i donada la incertesa de les vies afectades i dels
resultats que obtindriem, a partir de I'objectiu principal hem definit els objectius

secundaris:

1- Analisi de la funcié de les caspases en els canvis d’expressié genica:

e Regulacio de I'expressié de PTB.

2- Analisi de la funcié de les caspases executores en la regulacié de diverses funcions

biologiques.

3- Comprovacié de la implicaci6 de les caspases en la mort cel-lular causada per

processos d’Isquémia/Reperfusid.

73






Materials i métodes






Materials i métodes

1-Animals d’experimentacio.

1.1-Consideracions prévies.

Els meétodes experimentals utilitzats en els animals de laboratori que es
detallen a continuacio s’han regit seguint les recomanacions recollides en les seglients
disposicions legals:

- Llei 5/1995, de 21 de juny, de la Generalitat de Catalunya, de proteccid dels animals

utilitzats per a experimentacid i per a altres finalitats cientifiques.
- Decret 214/1997, de 30 de juliol, que desenvolupa I'esmentada llei.

- Reial Decret 1201/2005, de 10 d’octubre, sobre proteccié dels animals utilitzats per a
experimentacid i altres finalitats cientifiques.
A més, el present treball ha estat aprovat pel Comité Etic d’Experimentacio

Animal de la Universitat de Lleida.

1.2-Animals.
Els estudis han estat realitzats amb ratolins de la soca C57*BLACK6. El menjar i
I'aigua estaven disponibles ad libitum. La temperatura de I'estabulari era de 21°C amb

un cicle de llum/foscor de 12:12.

1.2.1- Animals Transgénics Nkx2.5Cre.

Els ratolins Nkx2.5Cre sén una soca d’animals transgénics creada i cedida pel
grup d’Eric Olson, a Dallas [314]. Aquests animals porten I'expressié de Cre sota
I'activacié del promotor de Nkx2.5, aquest gen s’expressa Unicament en el teixit
cardiac, els cardiomiocits; per tant, I'expressi6 de Cre és especifica en aquestes
cel-lules.

Per a confirmar la preséncia del transgen, hem utilitzat una reaccié de PCR que
confirma la preséncia del Cre amb una banda de 250bp. Aquest genotipatge detecta
només la preséncia/abséncia de Cre i, per tant, no permet diferenciar entre animals

homozigots i heterozigots. El programa consisteix en 2min a 959C, seguit de 30 cicles:
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1min a 952C, 1min a 552C i 1min a 722C; acabant amb un cicle final de 10min a 722C. La

seqliencia dels primers es detalla a la taula 1.

Primer Sequencia 5'-3'

CRE Fwd AGGTTCGTTCACTCATGGA
CRE Rev TCG ACCAGT TTA GTT ACCC
CASPASA3 H GAG CCT TCA TAG GGG TGC AA
CASPASA 3 ) GGG GAG CAG AGG GAA TAA AG
CASPASA 3 K CAT AGA ATC CCAAGC CAG GA

CASPASA7 WT Fwd GACTGCTTCCACAGCCTCTAACTG
CASPASA7 WT Rev GTC TGG TAA AGT GCG GAG AACG
CASPASA7 Neo Fwd | ATC CTT TAT GGG TGT CAC GCC
CASPASA7 Neo Rev | TGC TAA AGC GCATGCTCCAGA CTG

Taula 1: Seqiiencies dels primers per al genotipatge de les soques Nkx2.5Cre i Caspasa7 Knock-out

Caspasa3 Floxed.

1.2.2- Animals Knock-out per Caspasa7 i Floxed Caspasa3.

Els ratolins Knock-out per Caspasa7 i Floxed Caspasa3, on s’ha flanquejat I'exo Il
de Caspasa3 amb motius Cre (dades no publicades), han estat generats i cedits pel
laboratori de Richard Flavell. Els ratolins knock-out per Caspasa3 i Caspasa7 son letals
en estadis neonats [194], en canvi aquests sOn perfectament viables i aixd permet
estudiar la delecié especifica de Caspasa3 en un Unic teixit, dependent del promotor
sota el qual estigui dirigida I'expressio de Cre, tot obtenint ratolins Doble Knock-out de
les Caspasa3 i 7 especifics de teixit. Per a determinar el genotip d’aquests animals hem
utilitzat una reaccié de PCR per a cada gen, totes dues amb el mateix programa: 3min
inicials a 949C seguits de 32 cicles de 20sec a 942C, 30sec a 60°C i 35sec a 729C;
acabant amb 2min a 722C. Els primers es detallen a la taula 1. Els patrons de bandes
son les seqlients:

- Caspasa3: al-lel WT=180bp, al-lel floxejat= 230bp i al-lel KO= 320bp.
- Caspasa7: al-lel WT= 240bp i al-lel KO= 310bp.

1.2.3- Animals Doble Knock-out per Caspasa3 i Caspasa7 en els cardiomiocits.
Aguests animals els hem generat en el nostre laboratori creuant els ratolins

Caspasa7 Knock-out - Floxed Caspasa3 amb els ratolins Nkx2.5Cre, utilitzant el sistema

de recombinacidé Cre-Lox. El procediment seguit per a l'obtencié d’aquesta soca

s’explica en detall al punt 2 de I'apartat de resultats.
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En el camp de la genetica, la recombinacié Cre-Lox s’utilitza per a generar
delecions, insercions, translocacions i inversions en llocs especifics del DNA de les
cel-lules. Permet que una modificacié del DNA tingui lloc en un tipus cel-lular especific
0 que es porti a terme després d’un estimul extern determinat. El sistema consisteix en
un unic enzim, la Cre recombinasa, que recombina un parell de seqléncies curtes
diana anomenades Lox. Tant I'enzim Cre com el lloc Lox original, conegut com a LoxP,
deriven del bacteriofag P1. Posant les seqliencies Lox apropiadament, els gens es
poden activar, suprimir o canviar per altres gens. La figura 26 mostra un esquema

d’aquest sistema de recombinacio.

Cre mouse LoxP (Floxed) mouse

l oy ioe

%L Cre-LoxPmouse

>

Figura 26: esquema del mecanisme de funcionament del sistema Lox-Cre. Mostra com creuant ratolins

amb el Cre i ratolins amb un gen floxejat, es pot deleccionar aquest ultim.

Per a determinar el genotip d’ aquests animals hem utilitzat les reaccions de
PCR explicades ens els punts anteriors.

Els animals Doble Knock-out en els cardiomiocits sdn animals Caspasa7 Knock-
out, Caspasa3 Floxed i son Cre+, per tant, tenen la Caspasa3 en els cardiomiocits
suprimida. Els animals utilitzats com a Wild type, s6n animals que mantenen i

expressen tant Caspasa3 com Caspasa’.
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2-Tecniques de Biologia Cel-lular.

2.1- Cultius cel-lulars.

Les cél-lules es cultiven en un incubador humit a 37°C amb un 5% de CO,. Els
medis de cultiu i suplements sén de GIBCO Invitrogen: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) amb L-glutamina; Fetal Bovine Serum, FBS (#10270-106) inactivat
30min a 56°C; Horse Serum, HS (#26050-088); L-glutamina 200mM (#25030-024); Non-
essential Aminoacids, NEAA (#11140-035); Piruvat sodic 100mM (#11360-039);
Penicil-lina/Streptomicina, P/S (#15140-122); Tripsina (#25200-056).

2.1.1- Cultiu de cardiomiocits neonatals de rata.

Els cardiomiocits neonatals de rata s’obtenen a partir de cries de rata Sprague
Dawley d’entre 2 i 4 dies. S’extreuen els cors de la manera més aséptica possible i es
col-loquen en una placa amb ADS 1X en gel. Es treuen les auricules i els vasos sanguinis
més visibles sota la lupa i es passen els cors a una nova placa amb ADS. S’obren els
ventricles, es trossegen per a facilitar la digestio i s’agrupen de 4 en 4 en eppendorfs
amb 900uL d’ADS + 12uL de col-lagenasa tipus 2 (10U/uL Worthington). Es faran tres
cicles de digestié de 15min cadascun a 37°C i a 1100rpm. Després de cada cicle es
recupera el sobrenedant i s’hi afegeix el doble de medi complet ( % medi DMEM 1g/I
glucosa + % medi EARLES M199 + 10% HS+ 5% FBShi + 1% L-Glutamina + 1% P/S) per a
aturar la digestio. Aquestes suspensions cel-lulars es centrifuguen 4min a 800rpm i el
pellet es resuspen en medi complet. Després de les tres digestions, la suspensié de
cél-lules final es sembra en una p100 (cél-lules provinents de 10 cors/placa), i es posa
45min a I'incubador. Passats els 45min es recupera el medi i es sembra i s'incuba de
forma identica a I'anterior. Durant aquestes etapes s’enriqueix la suspensid amb
cardiomiocits, ja que son el tipus cel-lular amb menys afinitat pel plastic sense tractar,
mentre que a la placa que descartem hi queden enganxats els fibroblasts cardiacs, que
es poden cultivar com s’explica al seglient punt, 2.1.2. Durant aquests temps
d’incubacio es preparen les plagues per a sembrar els cardiomiocits amb 0,2% gelatina

(Tipus A, de pell porcina, Sigma).
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Després de la segona incubacid es centrifuguen les cél-lules i es compten amb
blau tripa (punt 2.3.1). El rendiment normal sén 1-10° cardiomiocits per cada cor
digerit. Abans de sembrar els cardiomocits, s’hi afegeix Mytomicina C (Sigma Aldrich) a
una concentracié de 1:100 per tal d’inhibir la proliferacié dels fibroblasts que puguin
guedar. Finalment es sembren els cardiomiocits amb una densitat de 1-10° en una
placa p35 o0 75.000 en una M4, i s'incuben durant 3-4h, passat aquest temps es canvia
el medi per medi complet per eliminar la Mytomicina C, que amb lIlargues exposicions

pot danyar els cardiomiocits.

2.1.2- Cultiu de fibroblasts cardiacs de rata.

Per a I'obtencié de fibroblasts cardiacs es parteix de la primera p100 sense
tractar on s’ha sembrat la suspensié de cel-lules durant el cultiu de cardiomiocits
neonatals (punt 2.1.1). S’hi afegeix medi complet de fibroblasts (medi DMEM 4,5g/I
glucosa + 10% FBS + 5% NEAA + 5% Piruvat Sodic + 1% P/S) i es cultiva durant 2-3 dies
fins arribar a confluéncia.

Un cop el cultiu esta confluent cal dividir-lo per anar-lo mantenint, poden
dividir-se fins a 4-5 vegades. Per a dividir-los s’aspira el medi, es renta la placa amb PBS
1x escalfat a 37°C, s’hi afegeixen 2ml de Tripsina i s’incuba 3min a 37°C. S’afegeixen
8ml de medi complet per a inactivar la tripsina i es centrifuga 4min a 800rpm. Es

resuspen el pellet i es sembren en una proporcio de 3 p100 per a cada p100 original.

2.1.3- Linia cel-lular HEK293T.

La linia cel-lular humana de cel-lules de ronyd embrional, HEK293T, és una linia
utilitzada de manera rutinaria com a model, ja que és adequada per a obtenir
proteines cel-lulars i extracel-lulars, de membrana i excretades. Aquesta linia cel-lular
expressa l'antigen T de SV40, permetent la replicacid episomal de plasmids que
continguin la regié promotora SV40. La linia cel-lular HEK293T es cultiva en Medi
DMEM complementat amb: 10% FBS, 1:100 NEAA, 1:500P/S i 1:100 Piruvat sodic i es
mantenen a 372C, en atmosfera humida al 5% de CO,. Per al manteniment de la linia es
renta la placa de cel-lules en tampd fosfat sali (PBS), es desenganxen les cel-lules amb

Tripsina-EDTA a temperatura ambient, s’inactiva la tripsina amb medi amb serum, i es
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recullen centrifugant-les a 800rpm durant 4 minuts. Es dilueixen segons convingui,

essent la dilucié habitual 1:10 i es sembren en plagues no tractades en el seu medi.

2.2-Produccio de lentivirus.
2.2.1- Transfeccié amb polietilenamina (PEI).

La majoria de membranes cel-lulars tenen carrega neta negativa, essent molt
dificil que molécules amb carrega negativa, com son els acids nucleics, puguin
travessar-les. Els lipids cationics, com la polietilenamina (PEl), condensen el DNA
plasmidic neutralitzant les carregues negatives i protegint-lo de I'accié6 de DNAses, els
agregats resultants tenen alta afinitat per les cel-lules, donant una alta efectivitat de
transfeccid. Aixi doncs, el PEl (Sigma) s’utilitza des de 1995 com a vector de
concentracio i com a mitja de transfeccio de les cel-lules.

La transfeccié cel-lular amb PEI es realitza en medi sense serum ni antibiotics.
Per a cada pg de DNA a transfectar es dilueixen 5ul de PEl 1x (10uM) en 4 volums de
solucio esteril de NaCl 150mM. EI DNA es dilueix també en NaCl 150mM en el mateix
volum que esta diluit el PEl. Un cop es tenen les dues barreges per separat, la solucié
de PEI s’afegeix a la del DNA i es vorteja 1min, després es deixa reposar 10min a
temperatura ambient, durant els quals es formen els complexes de PEl i DNA. La
solucié de transfeccid s’afegeix damunt la placa de cultiu gota a gota. A les 3 hores es

canvia el medi que conté els complexes per medi complert.

2.2.2- Produccid i concentracio de lentivirus en la linia cel-lular HEK293T.

Degut a la gran quantitat de particules lentivirals necessaries per a infectar els
cultius, és necessari partir d’almenys 3 plaques p100 de cél-lules a una concentracio
aproximada de 3,5 x 10° cél-lules per placa. L'endema de ser sembrades les cél-lules, es
canvia el medi per medi DMEM sense antibidtic ni serum, i es mantenen en repods a
I'incubador mentre es prepara la barreja de transfeccio.

Es transfecta un total de 40ug de DNA per placa, que correspon als tres vectors
plasmidics en proporcié 3:2:1. Es a dir, 20ug del plasmid lentiviral d’interés, 13ug del
plasmid empaquetador psPAX2 i 7ug del plasmid pMD2G, que codifica per I'embolcall
viric. Cal, doncs, un total de 200ul de PEl i tant el DNA com el PEl es resuspenen en 1ml

de NaCl 150mM esteril. S’afegeix la solucié de PEl sobre la de DNA, es vorteja 1min i es
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deixa reposar 10min. Tot seguit s’afegeix la barreja a la placa de HEK293T i es deixa a
I'incubador durant 3 hores. Transcorregudes aquestes hores s’aspira el medi sense
serum ni antibiotic que conté el PElI i el DNA a la campana de seguretat BiollA i
s’afegeix medi complert de HEK293T. A partir de les 24 hores el medi ja conté
nombrosos virus. Generalment es recull el medi amb les particules viriques al cap de 3
dies després de la transfeccio.

Tot el procés de concentracié dels lentivirus es duu a terme a la campana de
seguretat BiollA. El medi recollit que conté els virus es filtra a través d’un filtre de
xeringa de 0,45um, per tal d’eliminar qualsevol cel-lula que pugui haver quedat en el
medi. Un cop filtrat el medi amb els virus, es centrifuga a 50.000g durant 3 hores a
4°C. El pellet obtingut és poc compacte, aixi que s’aspira el medi suaument i es
resuspenen els virus en una solucié esteril de PBS a I’1% de BSA, a rad de 30ul per cada
placa p100 de partida. | es congelen a -802C en aliquotes de treball fins a la seva

utilitzacio.

2.2.3- Transduccio dels cultius amb lentivirus.

Un cop finalitzat el cultiu de cardiomiocits neonatals de rata i canviat el medi
després de la incubacié amb Mytomicina C (punt 2.1.1), a cada p35 s’afegeixen,
treballant dins la campana BiollA, entre 15 i 20ul de lentivirus concentrats. Les cél-lules
es deixen en contacte amb els lentivirus unes 18h, quan s’aspira el medi amb virus i es
canvia per medi complert fresc. Els cardiomiocits es mantenen durant 4-5 dies, passats

els quals, s’inicia el tractament o es processen per a analitzar-los.

2.3- Recomptes cel-lulars.
2.3.1- Recompte de viabilitat amb Blau Tripa.

El reactiu Blau Tripa és un colorant vital que s’utilitza per a tenyir de blau
selectivament les cél-lules mortes. Les cel-lules vives, amb la membrana plasmatica
intacta, I'expulsen activament mantenint-se incolores, mentre que els nuclis de les
cél-lules mortes es tenyeixen de blau. El reactiu de Blau Tripa (Gibco-Invitrogen)
s’'utilitza al 0,1%, i de la suspensid de cel-lules resultant se’n compten 10ul amb la

cambra de Neubauer.
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2.3.2- Recompte de cardiomiocits procedents de teixit.

El protocol per al recompte de cardiomiocits procedents de teixit, tant adults
com neonats, ha estat optimitzat i posat a punt en el nostre laboratori, basant-nos en
els treballs de Shin et al i Tamura et al. [315, 316]. El fonament d’aquest protocol és
digerir els teixits amb KOH, que en disgrega les cél-lules i permet obtenir-les en
suspensié per a poder-les comptar.

Primer de tot cal fixar els teixits, quan es treballa amb cors d’animals neonatals
s’han d’extreure els cors, rentar-los amb PBS 1x i fixar-los ON a 42C amb formol. Quan
es treballa amb cors d’animals adults, I'ideal és perfondre els animals per la vena cava
(per no danyar el cor) amb formol per tal d’assegurar-nos que el cor queda totalment
fixat, i després es deixa el cor fixant-se ON a 42C. L’'endema els cors es treuen de
I'agent fixador, es renten bé amb PBS 1x, es trossegen i es posen en KOH 12,5M a 4¢C
ON. Passada la incubacié amb el KOH es treuen els trossets del KOH, es netegen bé
amb aigua esteril i es posen en 3ml de PBS 1x. A continuacié es vortegen durant 10
min. Després del vortex, la solucid es passa per una malla de 250um amb I'ajuda d’una
xeringa i es recupera la suspensido que la travessa. Aquesta es centrifuga 5min. a
800rpm, el pellet es resuspén en PBS 1x i ja es poden comptar les cel-lules amb la
cambra de Neubauer. Els cardiomiocits son les cel-lules allargades i més integres, tal i
com s’aprecia a la figura 27. El nombre aproximat de cardiomiocits que podem obtenir

amb aquest protocol sén 1-10° cardiomiocits/cor, coincident amb la literatura.

Figura 27: Exemple de cardiomiocits obtinguts amb
el protocol de digestié amb KOH. Els cardiomiocits sén les
cél-lules allargades i més intactes, la resta son debris d’altres

tipus cel-lulars que queden en la suspensid.

Cal anar en compte quan es volen comparar diferents condicions en carregar
sempre el mateix volum de suspensié cel-lular a la cambra de recompte per a evitar

comptar cel-lules de més.
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2.4- Subfraccionaments cel-lulars.

La millor manera per a poder analitzar la localitzacié especifica d’'una proteina
dins de la cel-lula és mitjancant el subfraccionament cel-lular, és a dir, mitjancant la
separacid dels principals components de la cél-lula: nucli, mitocondris i citosol.
D’aquesta manera es pot obtenir la proteina total de cadascuna de les fraccions
cel-lulars per separat i estudiar, per exemple mitjangant western blot, on es troba la
nostra proteina d’interés. Aix0 és possible aplicant un protocol i tampons de lisi i
extraccid proteica especifics per a cada fraccidé cel-lular, que permeti enriquir amb la
fraccié d’intereés, ja sigui citosol, nucli o mitocondri. Tot i aix0, una purificacié del 100%
és practicament impossible, i una petita quantitat de proteina d’altres fraccions

sempre pot quedar en la teva fraccié d’interes.

2.4.1- Extraccio de citosol.

Per a obtenir la fraccié citosolica de les cél-lules s’utilitza un tampd d’extraccio
compost de Manitol 220mM, Sacarosa 70mM, Hepes 50mM, KCl 10mM, EGTA 5mM,
MgCl, 2mM i un cocktail d’inhibidors de proteases 1ImM (Complete EDTA-Free, Roche);
el principi d’accié d’aquest tampd és que la barreja del manitol i la sacarosa forma uns
cristalls que trenquen la cél-lula i permeten separar-ne les diferents parts.

La quantitat optima de cel-lules de partida és d’entre 5-10°-1-10’. Les cél-lules
es renten 2 vegades amb PBS 1x i es recullen amb una mica de PBS 1x en un tub de
15ml, se centrifuguen 5min. a 800rpm a 42C i el pellet (ceél-lules totals) es resuspéen
amb 80ul del tampd d’extraccid tot passant-ho a un eppendorf, a continuacid s’incuba
en gel durant 25min. tot agitant el tub cada 10min. Passat el temps d’incubacio se
centrifuga 20min. a 750g a 42C, es recupera el sobrenedant (fraccié citosolica) i es
torna a centrifugar, ara 20min. a 10.000g a 42C per tal de precipitar els mitocondris i
residus de les altres fraccions; finalment es recupera el sobrenedant, que és la fraccié

citosolica. Aquesta es pot quantificar pel métode de Lowry, explicat al punt 3.4.1.2.

2.4.2-Extraccié de mitocondris.
L'extraccio de la fraccid mitocondrial s’ha fet seguint el protocol del kit:
Mitochondria Isolation kit for cultured cells de Thermo Scientific™ amb referéncia

89874.
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Breument, es parteix d’aproximadament 2:10” cél-lules, que se centrifuguen i a
les quals s’afegeixen uns tampons anomenats A i B, que sén els encarregats de llisar les
cel-lules. Després s’hi afegeix un tampd anomenat C que atura la reaccio i se centrifuga
a 700g per tal d’eliminar els nuclis, que hauran precipitat. El sobrenedant es torna a
centrifugar a 12.000g i el pellet d’aquesta segona centrifugacié sén els mitocondris (el
sobrenedant és la fraccid citosolica i la descartem). Es renta el pellet (mitocondris) i
finalment es resuspenen amb el tampd de lisi de proteina utilitzat rutinariament en el
nostre laboratori per a extreure proteina per al western blot (Tris-HCl pH 6.8 125mM +
2% SDS), descrit al punt 3.4.1.2. La mostra es pot quantificar mitjangant el metode de

Lowry.

2.4.3- Extraccio de nuclis.

Per a I'extraccid de nuclis s’han provat dos protocols diferents, un utilitzant un
tampo de lisi amb detergent i I'altre que utilitza un tampd de lisi sense detergent; aixo
ha estat aixi perqué s’ha descrit que el detergent en el tampd d’extraccido pot
permeabilitzar la membrana nuclear alliberant algunes proteines nuclears al

citoplasma, amb la conseqiient perdua d’aquestes de la fraccié nuclear [317].

2.4.3.1-Extraccid de nuclis amb detergent

Per a I'extraccié de nuclis utilitzant detergent s’ha utilitzat un kit anomenat
Nuclei EZ Prep Nuclei Isolation kit amb referencia NUC-101 de la casa comercial Sigma-
Aldrich.

El protocol seguit és el que descriu el distribuidor. Breument, es parteix
d’aproximadament 1,5-10” cél-lules, que se centrifuguen i a les quals s’afegeix el tamp6
de lisi (no se’n coneix la composicid exacta, pero se sap del cert que conté detergent).
Després d’una incubacié de 5min en gel se centrifuguen les cel-lules a 500g i amb el
pellet (seran els nuclis, el citoplasma roman al sobrenedant) es repeteix el mateix
procediment. El pellet final es resuspén en el tampd de lisi de proteina (Tris-HCl pH 6.8

125mM + 2% SDS) i es quantifica la mostra pel métode de Lowry.
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2.4.3.2- Extraccio de nuclis sense detergent

El protocol emprat per a digerir nuclis sense detergent ha estat en gran part
adaptat del protocol comercial (Nxtract, Sigma-Aldrich) perd s’ha optimitzat i els
tampons s’han preparat en el nostre laboratori. Cal treballar durant tot el procés amb
gel i totes les centrifugacions s’han de fer a 42C. Es parteix d’unes 2:10” cél-lules, les
guals es recullen i a les que s’afegeixen 5 volums de tampd de lisi (10mM HEPES,
1.5mM MgCl,, 10mM KCI, ImM EGTA, 1mM DTT i 1mM inhibidors de proteases
(Complete EDTA-Free, Roche)) per a cada volum de cel-lules. S'incuba 15min en gel i se
centrifuga a 1000g 5min. El pellet obtingut es resuspén en 2 volums de tampé de lisi i
es passa per una xeringa (27G) per a trencar les cél-lules (es pot comprovar tenyint una
aliquota amb blau tripa, punt 2.3.1), un cop trencades les cel-lules se centrifuguen
20min a 10.000g, amb aquesta centrifugacid la fraccié citosolica queda al sobrenedant
i al pellet precipiten els nuclis. Per a assegurar-nos que no queden cel-lules integres
gue puguin contaminar I'extracte nuclear es torna a afegir 2 volums de tampd de lisi al
pellet obtingut, es torna a passar per la xeringa i es torna a centrifugar.

El pellet resultant son Unicament nuclis, integres. Als quals s’afegeix 2/3 de
volum de tampo d’extraccié (20mM HEPES, 1.5mM MgCl,, 0.42M NaCl, 0.2mM EDTA ,
25%(v/v) glicerol, 1mM DTT i ImM inhibidors de proteases). Aquest tampd extraura les
proteines nuclears i sera possible separar les proteines nuclears solubles (fraccid
nuclear soluble) de les proteines nuclears de membrana (fraccié nuclear insoluble). Un
cop afegit el tampd d’extraccid s’agiten els nuclis 30min. i tot seguit se centrifuguen
5min. a maxima velocitat. Amb aquesta darrera centrifugacido s’obtindran en el
sobrenedant les proteines nuclears solubles i les proteines de membrana quedaran en
el pellet, al qual s’ha d’afegir tampd de lisi de proteina (Tris-HCl pH 6.8 125mM + 2%
SDS) per a extreure les proteines de la membrana. Tots dos extractes es poden

guantificar pel metode de Lowry.

2.5- Assaigs d’activitats enzimatiques en extractes cel-lulars.
2.5.1- Assaig d’activitat de les caspases executores.

S'utilitza el substrat fluorescent Ac-DEVD-AFC (Calbiochem, 264151) per a la
deteccio de I'activitat de caspasa 3, que també detecta I'activitat de la caspasa 7. Un

cop acabat el tractament de les cél-lules, es desenganxen de la placa, es renten dues
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vegades amb PBS 1x fred i es Ilisen en el tampd seglient: 20mM Hepes/NaOH (pH7,2),
5mM MgCl,, 5mM EDTA, 1% inhibidors de proteases, 10mM DTT, 1% tritd. La lisi es
duu a terme a 429C en agitacio orbital durant 20min. Passat aquest temps se centrifuga
5min a maxima velocitat a 42C i es recupera el sobrenedant. Es quantifica la quantitat
de proteina pel métode de Bradford seguint el protocol de la casa comercial (BioRad).
Un cop quantificades s’agafen 25ug de cada mostra i es barregen en 100ul del tampd
d’assaig, que és el mateix tampd de lisi havent afegit 10% sacarosa, 0,1% CHAPS i el
substrat fluorogenic a 50uM. L'assaig es fa en plaques de 96 pous, que s’incuben a
379C, i es van fent lectures cada hora fins a les 8h. Es detecta la fluorescéncia a 360nm

d’excitacio i 530nm d’emissio.

2.5.2- Assaig dels nivells d’AcetilCoA en extractes de teixit.

Per a determinar els nivells d’AcetilCoA s’ha utilitzat el kit PicoProbe Acetyl CoA
Assay kit d’Abcam (ab87546). El fonament d’aquest kit consisteix en una inactivacio
inicial del CoA lliure, després I’AcetilCoA es converteix a CoA, aquest reacciona per a
formar NADH, i aquest és qui finalment interacciona amb la sonda per a generar la
fluorescéncia que es detecta. S’han utilitzat mostres de teixit, i s’"ha seguit el protocol
de la casa comercial. Breument, les mostres es desproteinitzen mitjangant el protocol
d’acid percloric/KOH, indicat per la casa comercial, aix0 és necessari perque els enzims
de les mostres poden interferir amb [l'assaig. Un cop les mostres estan
desproteinitzades es procedeix a realitzar I'assaig en una placa multipou de 96 i amb
tots els reactius inclosos en el kit. Es posen 2 pous per mostra, un dels quals sera un
control en el que no es posara I’'enzim i permetra determinar i corregir les mostres de
les altres formes de CoA diferents a I'acetil, com per exemple el succ-CoA. També es
prepara una recta patré amb un estandard d’AcetilCoA inclos en el kit. Després d’una
incubacié de 10min a 372C es llegeix la fluorescéncia a 535 d’excitacié i 589 d’emissio.
Als valors obtinguts se’ls resta el valor “zero” de la recta i, a més, als valors de les
mostres se’ls resta, com s’ha dit, el valor del control sense enzim. Mitjangant la recta
s’extrapolen els pmol d’AcetilCoA que hi ha en el pou i s’expressa tenint en compte el
volum de mostra posat al pou i els mg inicials de mostra. Les concentracions

d’AcetilCoA s’expressen doncs en nM/mg de teixit.

88



Materials i métodes

3-Tecniques de Biologia Molecular i Bioquimica.

3.1- Construccions plasmidiques

En enginyeria geneética, es considera un vector a una molécula de DNA que
pugui utilitzar-se per introduir una seqiiencia de DNA en una cel-lula, dins la qual es
mantindra i es replicara. Generalment es tracta d’'un plasmid. Els plasmids sén petites
molecules de DNA circular extracromosomic que es troben en molts bacteris. Es
repliqguen de forma independent del cromosoma principal i poden haver-hi multiples
copies del plasmid en una mateixa cél-lula.

Els virus sén entitats infeccioses que contenen I'acid nucleic que codifica per a
la seva propia estructura, perd no tenen la maquinaria enzimatica d’'una cel-lula. Es
repliquen envaint una cel-lula i utilitzant la seva maquinaria per a expressar el genoma
viral. En enginyeria genetica s’utilitzen els virus com a vector, ja que permeten
introduir un plasmid a l'interior d’'una cel-lula pel propi mecanisme infeccids del virus.
S’utilitzen virus defectius, és a dir, que no sén capacos de replicar-se i produir nous

virus, ja que s’ha substituit el genoma viral pel plasmid d’interés.

3.1.1- Clonatge d’un insert de DNA en un plasmid.

La manera general de clonar un insert de DNA en un plasmid és la seglient: es
digereixen tant el plasmid com l'insert amb els enzims de restriccid corresponents
(Takara), i compatibles per a que puguin lligar (digestions de 3-4h). Un cop digerits,
tant I'insert com el plasmid s’han de netejar de sals, enzims de restriccio i fragments de
DNA no necessaris, per a aixo s’utilitzen kits comercials (Nucleospin Extractll, Magerey-
Nagel) de purificacié de DNA a partir dels gels d’agarosa.

Un cop purificats es pot procedir amb la lligacié, que es realitza en proporcid
molar de vector:insert de 1:3, i s’utilitza I’enzim T4 lligasa (Takara) en condicions de
162C ON. Un cop acabada la lligacio es transforma en una soca bacteriana E. Coli Stbl2
(Invitrogen), mitjangant xoc termic. Finalment, un cop transformada la lligacié cal
escollir aquelles colonies que han internalitzat el plasmid amb l'insert i descartar
aquelles que han internalitzat plasmid buit. Per a fer-ho sense necessitat d’haver de fer

créixer cada clon es piquen colonies directament de la placa bacteriana i es suquen en
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5ul d’aigua, on s’afegira la mix de PCR amb uns primers que flanquegen la zona de

I'insert.

3.1.2- Clonatge de les construccions de Caspasa 3 i Caspasa 7.

Les sequiencies de Caspasa 3 i Caspasa 7 s’han obtingut de Source Bioscience.
Utilitzant dues seqliéncies de primers que introdueixen les dianes EcoRl i Xhol en 5’ i
3’, respectivament, s’amplifiquen els gens. Per a la reaccié de PCR es té en compte la
temperatura d’anellament dels primers en els diferents cicles, ja que durant els
primers 5 cicles s’anellen al DNA motlle els nucleotids equivalents a la seqliencia, i en
els 25 seglients també ja ho fan els nucleotids corresponents a les dianes de restriccio.
Un cop amplificades les seqliencies es digereixen tant les seqliencies com el plasmid
receptor amb els enzims de restriccid corresponents i es realitza el clonatge com s’ha
explicat al punt 3.1.1.

El vector lentiviral de sobre-expressié és pEIGW-SK, que té una regié de
polilinker amb poques dianes de restriccid, per la qual cosa primer es clonen els gens al
plasmid pCRII-SK, amb una regid polilinker més rica en dianes, i a continuacié es passa

al plasmid final digerint amb Sfil, equivalent en ambdds plasmids.

3.1.3- Clonatge de la construccié de Serpina3 humana.

La sequencia del gen Serpina3 en la forma humana s’ha obtingut de Ménica
Santamaria [318], es trobava clonada en el vector pCDNA3.1. El clonatge al plasmid
lentiviral de sobre-expressié pEIGW-SK s’ha fet seguint el protocol explicat al punt
3.1.1. De la mateixa manera que s’ha fet amb les construccions de les caspases, primer
s’ha clonat Serpina3 al vector intermedi pCRII-SK, en aquest cas, mitjancant la digestio
amb els enzims Hindlll i Xbal, que flanquegen la sequéencia d’interes. Serpina3 s’ha

passat al vector final pEIGW-SK mitjancant la digestio amb Sfil.

3.1.4- Mutageénesi dirigida de Caspasa 3 i Caspasa 7.

La mutagenesi dirigida d’una base del centre catalitic de Caspasa 3 i Caspasa 7
s’ha portat a terme directament sobre el vector lentiviral pEIGW-SK, s’ha mutat la
Cisteina del centre catalitic tot canviant una Unica base: TCG (Cys) per TCC (Ser). S’ha

utilitzat el kit de LifeTechnologies: GENEART® Site-Directed Mutagenesis System, i s’ha
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seguit exactament el protocol indicat per la casa comercial. Breument, es metila el
DNA de partida i s"amplifica amb un parell de primers que contenen la mutacio a
incloure en el centre. Després de I'amplificacid es porta a terme una reaccié de
recombinacié de 10min a temperatura ambient per tal de tancar el plasmid i es pot
prosseguir directament amb la transformacié, s’utilitzen uns bacteris competents
inclosos en el kit capacos de digerir el DNA metilat, de manera que només integren el
no-metilat (que inclou la mutacié). Mitjangant seqlienciacié es verifica que el DNA

plasmidic de les colonies obtingudes inclou la mutacié.

3.2- Amplificacié en cadena de la polimerasa.
3.2.1-Extraccié de RNA.

L’extraccié de RNA dels cultius cel-lulars i els teixits es fa utilitzant el kit
comercial RNAeasy mini kit (Qiagen) acoblat a la digesti6 amb DNAsa |, que permet
eliminar tot el DNA gendomic contaminant que pugui restar en la mostra i que donaria
una senyal falsa. Un cop extret el RNA es verifica que no hi hagi degradacié mitjangant
un gel d’agarosa a I'1%, i la quantitat de RNA es quantifica al Nanodrop (ND-1000
UV/Vis Spectofotometer, de Nanodrop Technologies). Els extractes de RNA es guarden

a -80°C.

3.2.2- Sintesi de cDNA.

El ¢cDNA s’obté de RNA a partir de la reaccid de transcripcié reversa (RT),
aquesta es realitza segons el protocol de I'enzim retrotranscriptasa de Tagman
(Applied biosystems) a partir d’1ug de RNA. La reaccié conté MgCl,, dNTPs, hexamers,
inhibidors de RNases i la retrotranscriptasa en les proporcions indicades pel
distribuidor. Primer es posen les mostres de RNA 2min. a 902C i tot seguit s’hi afegeix
la barreja de reaccid i s’inicia el programa de la transcripcio reversa: 10min. a 252C,
60min. a 422C i 5min. a 952C. Quan acaba la reaccid les mostres es poden utilitzar per a

una PCR convencional o bé una PCR en temps real (RT-PCR).

3.2.3- PCR en temps real.
La tecnica de la PCR en temps real utilitza una sonda especifica per a cada gen a

analitzar, tant les sondes (20x) com la mix (2x) sén d’Applied Biosystems. Aquesta
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sonda esta marcada amb un fluorocrom (FAM) que el termociclador CFX96™ de Bio-
Rad llegeix i quantifica. El programa utilitzat és 2min a 502C i 10min a 95°C per a
activar la reaccid, seguit de 40 cicles a 952C durant 15seg. i 1min. a 60°C. Els gens
analitzats i la referencia de cada sonda es troben a la taula 2.

Els resultats s’obtenen en forma de Ct (Cycle Treeshold), que és el cicle de PCR
on comenga el creixement exponencial del producte de la PCR. Per tant, com més
cDNA del gen en qliestié hi hagi en la mostra de partida, més baix sera el Ct.

La quantitat relativa de mRNA de cada gen es calcula de la seglient manera:

ACt= Ct gen diana — Ct gen GAPDH.
| respecte la mostra control:

A(ACt)= ACt mostra control — ACt mostra.

A partir d’aquests calculs la concentracié relativa del mRNA en questid respecte al

control és 2°*Y. De cada mostra se’n fan tres repliques, de les quals es calculen la

mitjana i errors estandard.

Gen

N° de cataleg

Cdcb

Mm03048221_m1

Cenpa

MmO00483252_m1

CiclinaEl

MmO00432367_m1

Fam107a

MmO01706977_s1

Gapdh (ratoli)

Mm99999915 g1

Gapdh (rata)

Rn01775763_gl

Glut4=Slc2a4

Mm01245502_m1

Mef2a

Rn01478096_m1l

Mef2d

Rn01455530_gl

Myh6

MmO00440359_m1

Myh11

Mm00443013_m1l

Ndrg4

Mm00455148 m1

Nppa

Mm01255747 gl

Pold1

Mm00448253 m1l

PTB

Mm00943334_m1

Tmem100

MmO00471352_m1

Serpina3 (ratoli)

Mm00776439 _m1l

Serpina3 (rata)

Rn00755832_mH

Serpina3 (huma)

Hs00153674_m1

Taula 2: Relacio de les sondes de Real time utilitzades amb la seva referéncia.
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3.2.4- Extraccio de DNA per al genotipatge.

Per a poder genotipar els animals s’ha extret DNA d’un trosset de cua. El tampd
utilitzat és el segiient: 100mM Tris pH 8,5, 200mM NaCl, 5mM EDTA i 0,2% SDS, al qual
s’afegeix proteinasa K (P2308, Sigma-Aldrich) en una dilucié 1/10 just abans de
I’extraccio. S’incuba el trosset de cua amb 200ul del tampé d’extraccié a 552C durant
4h; passat aquest temps, es centrifuga 8min a maxima velocitat i es recull el
sobrenedant, al qual s’afegeixen 800ul d’etanol al 100%. S’agita el tub i es recull el
precipitat, el qual es resuspén en 400ul d’aigua esteril. D’aquesta dilucié de DNA

s’utilitza 1l per al genotipatge.

3.2.5- PCR convencional.

En el nostre cas, la PCR convencional s’ha utilitzat principalment per al
genotipatge dels ratolins. El programa utilitzat i els primers per a cada genotipatge
estan explicats en el punt 1.2. Els reactius per a la PCR sén Biotherm de la casa Gene
Craft.

Els productes de PCR sdn migrats ens gels al 2% en agarosa amb un 1% de SYBR

safe dye (Invitrogen).

3.3- Micro-arrays d’expressio génica.

Les plaques de micro-array emprades (Affymetrix® Mouse Gene 2.1 ST Array
Plate) permeten mesurar els nivells de més de 35.000 transcrits codificants i no
codificants, cobrint gran part del genoma transcrit. Nosaltres, en col-laboracié amb la
Unitat d’Alta Tecnologia (UAT) i la Unitat d’Estadistica i Bioinformatica (UEB) de
I'Institut de Recerca del Vall d’"Hebron (VHIR), hem analitzat 6 cors WT i 6 cors DKO de
dues edats diferents: neonats (1-2 dies) i animals joves (1 mes). L'extraccié de RNA s’ha
fet seguint el protocol indicat al punt 3.2.1. Les dades s’han analitzat en funcié del
temps (neonat vs jove) i en funcié del genotip (neonat WT vs neonat DKO / adult WT vs
adult DKO).

Abans de comengar amb els analisis s’ha portat a terme un control de qualitat
de les mostres, per a comprovar que els arrays de les diferents mostres de cada grup
es comporten de manera similar, en el nostre cas és aixi, i les mostres queden

clarament separades en funcio de I'edat.
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Dels 35.000 gens de l'array se n’han analitzat aproximadament 6000,
descartant els gens la desviacié estandard i la senyal mitjana dels quals estan per sota
la mediana. En aquest treball els resultats estan expressats de diferents maneres.
Primer, mostrant els gens amb una expressid alterada en els DKO organitzats en funcié
del fold-change respecte el WT i la seva significanga estadistica (figura 40A). | segon,
també es presenten les diferéncies agrupades per funcions biologiques, és a dir,
havent agrupat els gens en diferents categories (figura 40B); aquest segon analisi s’ha
portat a terme amb la plataforma online Ingenuity Systems®, els gens s’han filtrat
segons el Fold Change i utilitzant el p-valor (0.05) ajustat segons el procediment
estadistic Benjamini-Hochberg o False Discovery Rate (FDR), que té en compte la
proporcidé esperada de falsos positius, un test més adient per a comparacions multiples

que altres com el test de Fisher.

3.4- Immunodeteccio de proteines.
3.4.1- Western blot.

3.4.1.1- Extraccio de proteina total en SDS.

Per a poder fer una immunodeteccié de proteines mitjangant Western blot cal
fer una extraccié de proteina total, aquesta es fa després del tractament oportu de les
cel-lules o directament d’un teixit, ja sigui fresc o congelat. Aquest metode d’extraccio
trenca les interaccions entre proteines permetent I'alliberament de proteines unides a
estructures macromoleculars i, a més, conté el detergent SDS (sodium dodecyl sulfate),
gue desnaturalitza i inactiva la majoria d’enzims, incloses les proteases que podrien
danyar I'extracte. El tampé d’extraccié és Tris-HCI 125mM (pH 6,8) al 2% de SDS.

Si es parteix de cel-lules, primer de tot les cel-lules es renten dues vegades en
PBS 1x un cop aspirat el medi per eliminar-ne les restes que hagin pogut quedar i
després s’afegeix el tampd d’extraccid. L'extraccid ha de ser rapida per a evitar
degradacions i aconseguir que I'extracte representi I'estat fisiologic de la cél-lula viva.
Si es parteix de teixit, cal posar el teixit en el tampd d’extraccio i homogenitzar-ho uns
20 segons amb el politro (Heidolph DIAX 900 — 5mm), després cal centrifugar-ho 3min

per a eliminar les restes de teixit i es recupera el sobrenedant.
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A continuacid es soniquen les mostres per fragmentar I’ADN genomic i aixi
eliminar la viscositat de la mostra. En aquest punt es poden congelar fins que

necessitin ser utilitzades.

3.4.1.2-Quantificacio de proteines pel metode de Lowry.

Es necessari quantificar les proteines abans de comengar el Western blot per a
poder interpretar correctament els resultats, ja que és necessari carregar la mateixa
guantitat de proteina de cada mostra per a poder concloure que les diferéncies
observades sén degudes al tractament/condicié i no a la carrega.

Per a determinar la quantitat de proteina en una mostra s’utilitza el métode de
Lowry, els reactius del qual comercialitza Bio-Rad. En una placa de 96 pous s’hi
col-loquen per duplicat els punts de la recta patrd i les mostres a determinar. Tot
seguit es barregen els reactius A i S (en proporcié 50:1), i s’afegeix la barreja als pous
amb les mostres (25uL a cada pou). A continuacié s’hi afegeix el substrat fluorogenic
(reactiu B, 200pL per pou), i es deixa produir la reaccié durant 10 minuts. Passat aquest
temps es llegeix la placa a una absorbéncia de 655nm. La recta patré es fa utilitzant
concentracions conegudes de BSA i s'utilitza per a estandarditzar els resultats. Els
valors d’absorbeéncia de les mostres s’interpolen a la recta patré per tal de determinar

la seva concentracié proteica.

3.4.1.3-Electroforesi en gels de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE).

Per a poder separar barreges proteiques complexes segons el seu pes
molecular s’utilitzen gels desnaturalitzants de poliacrilamida amb SDS. Es preparen a
partir de la solucié ACRYL/BIS ™, que és una solucié al 39% d’acrilamida amb un 1% de
bis-acrilamida. La reaccié de polimeritzacié es porta a terme amb 0,1% de TEMED
(Sigma) com a iniciador de la reaccié i persulfat amonic al 0,05% com a catalitzador.

S’utilitzen gels discontinus, és a dir, formats per dos parts amb percentatges
d’acrilamida diferents. En la part superior o gel apilador és on es carreguen les
mostres, té un percentatge d’acrilamida baix, normalment del 4%, es prepara en
tampo Tris-HCI 0,5M a pH 6,8, i serveix per a portar totes les proteines al mateix temps
a I'entrada del gel separador. El gel separador es prepara en tampd Tris-HCl 1,5M a pH

8,8, el seu percentatge d’acrilamida depén del pes molecular de les proteines que
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volem separar, i és el que realment separa les proteines segons el seu pes molecular.
Per a proteines de baix pes molecular s’utilitzen gels amb un percentatge superior
d’acrilamida que l'utilitzat per a separar proteines d’alt pes molecular.

Les mostres ja quantificades es preparen afegint tampd de carrega 5x (10% SDS,
375mM Tris pH 6,8, 50% glicerol, 25% B-mercaptoetanol i blau de bromofenol), es
porten totes a un mateix volum amb tampd de carrega 1x i es carreguen al gel. En un
dels pous es carrega un marcador de pesos moleculars pretenyit (Invitrogen) per a
poder interpretar quina és cadascuna de les bandes que s’obtindran agafant-lo com a
referéncia. L’electroforesi es migra a un amperatge constant de 20maA, tot i que quan
les mostres entren al gel separador es pot pujar a 25mA, el gel es migra en tampé de
migracio (glicina 110mM, Tris 24mM, SDS 0,1%) en el sistema HoeferSE260 (Amersham

Biosciences).

3.4.1.4-Transferéncia de proteines.

La transferencia de proteines es fa en un sistema de transferéncia semisec.
Primer de tot, i mentre el gel esta corrent, cal hidratar la membrana de PVDF
(Immobilon, Millipore) en metanol 100% durant uns dos minuts i tot seguit en aigua,
després cal submergir-la en tampé de transferencia (48mM Tris, 0,0375% SDS, 39mM
glicina i 20% metanol), en el qual també s’ha de submergir el paper de transferéncia.
Un cop el gel acabi de cérrer també cal submergir-lo en tampé de transferéncia durant
uns 15min. Aquest temps és suficient per a que abans de comencar la transferencia
s’equilibrin la membrana, el paper de filtre i el gel.

Un cop equilibrats es pot comengar la transferencia, es col-loquen 2 papers de
transferéncia sobre el 'anode, a sobre es posa la membrana de PVDF, a sobre el gel de
poliacrilamida, i dos papers de transferéncia més. Es posa la tapa (catode) i s’inicia la
transferéncia a un amperatge constant de 0,8 mA per cm’ de membrana. La

transferéncia dura 1h. El sistema utilitzat és Hoefer TE70XP (Amersham Biosciences).

3.4.1.5-Immunodeteccié de proteines.
Un cop finalitzada la transferencia proteica, la membrana es renta en TBS-T
(20mM Tris, 150mM NaCl, 0,1% Tween20) i tot seguit es bloqueja en solucié de

bloqueig (TBS-T al 5% de llet desnatada en pols) durant 1 hora a temperatura ambient.
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Després del bloqueig es fan tres rentats de 10 minuts en TBS-T i s’incuba amb una
dilucié en TBS-T de I'anticos primari (taula 3) amb 0,02% d’Azida sodica per evitar
contaminacié bacteriana i aixi poder-lo reutilitzar. La incubacié s’acostuma a deixar
durant tota la nit a 49C, tot i que en casos d’anticossos primaris molt potents pot ser
suficient amb una incubacié d’una hora a temperatura ambient.

Després de la incubacid, la solucio de I'anticos es recupera i es guarda a 42C per
a poder-se reutilitzar. Amb la membrana es fan 3 rentats de 10min en TBS-T, i després
s’incuba 1h a temperatura ambient amb I'anticos secundari (taula 4), que es dilueix en
solucioé de bloqueig. Passat aquest temps la membrana es renta 3 vegades amb TBS-T,
aquests rentats poden ser de 20min per a eliminar millor les restes de solucid de

bloqueig que podrien interferir amb el revelat.

Antigen Dilucié Proveidor N° de cataleg
a-actina 1/5000 Sigma A2172
[B-catenina 1/1.000 BD 610153
Caspasa 3 1/3.000 Cell Signaling 9662
Caspasa 6 1/1.000 Cell Signaling 9762
Caspasa 7 1/1.000 Enzo Life Sciences | ADI-AAM-127
Cenpa 1/1.000 Abcam ab33565
Cdc6 1/200 Santa Cruz sc-9964
CycE 1/1000 Cell Signaling 4129
Dihydrolipoyl dehydrogenasa | 1/20.000 Abcam ab133551
DNA polimerasa delta 1/1.000 Abcam ab10362
Gapdh 1/10.000 Abcam ab8245
Glut4 1/1.000 Abcam ab33780
Lamin A+C 1/1.000 Abcam ab8984
Mef2a 1/2.000 Cell Signaling 9736
Ndrg4 1/1.000 Cell Signaling 9039
Prohibitina 1/5.000 Neo Markers 292P501F
PTB 1/3.000 Abcam ab5642
Serpina3 1/250 Sigma HPA002560

Taula 3: anticossos primaris utilitzats per al western blot amb la dilucié emprada i la seva referéncia.

Antigen Dilucio Proveidor N° de cataleg
Ratoli- IgG HRP 1/10.000 Sigma A9044
Conill-lgG HRP 1/5.000 Sigma A0545
Cabra-IgG HRP 1/20.000 Sigma A5420

Taula 4: anticossos secundaris utilitzats per al western blot amb la dilucié empradai la seva

referéncia.
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L'anticos secundari és el que permet la deteccié perqué esta conjugat a
peroxidasa, i per a detectar-la s’utilitzen uns reactius comercials que oxiden el luminol
(de manera analoga a com ho faria amb |'aigua oxigenada), donant una senyal
luminiscent. Hi ha basicament dos tipus d’aquests reactius, que s’utilitzen segons si es
preveu tenir molta o poca senyal luminiscent, EZ-ECL (Biological Industries) i
SuperSignal West Dura (Thomson) respectivament. Després s’exposa la senyal
luminiscent sobre films (Fujifilm) tot utilitzant una solucié reveladora i una fixadora i

I'aparell Optimax de Protec.

3.4.1.6-Tincio dels gels de SDS-acrilamida i membranes de PVDF.

Tant la membrana com el gel es poden tenyir (de diferent manera, com
s’explicara a continuacid). El gel es tenyeix per a comprovar la carrega de cadascuna de
les mostres i assegurar-nos que realment els resultats obtinguts no es deuen a
diferents quantitats proteiques, i la membrana per a comprovar que la transferéncia
de proteina del gel a la membrana ha estat correcta i com a control de carrega.

Blau de coomassie (0,1% CBB-R250, 50% metanol, 10% acid acetic): S'utilitza
per a tenyir el gel i comprovar la carrega de cadascuna de les mostres, ja que s’uneix a
gairebé totes les proteines. Després de la transferéncia a la membrana es tenyeix el
gel, marcant les proteines que romanen al gel.

Ponceau S (Sigma-Aldrich): S’ utilitza per a tenyir la membrana i comprovar que
les proteines s’hi han transferit correctament. Aquesta tincié és reversible, i la manera
de procedir és incubant la membrana en la solucié de Ponceau S durant 2 min. a
temperatura ambient, tot seguit es renta amb TBS-T fins que la coloracié desaparegui i
es pot seguir el protocol del western blot, amb el bloqueig.

Naphtol blue (Sigma-Adirich): S’ utilitza per a tenir un control de carrega real de
la membrana. La membrana es tenyeix al final del western blot i quan ja no s’hi vol
analitzar cap altre anticos perque és una tincié irreversible. S’hidrata la membrana
5min. amb metanol, es neteja 5min. amb aigua i s’incuba 10min. amb la solucié de
Naphtol blue. Finalment, es fan 2 rentats de 5 min. cadascun amb la solucié de rentat
(50% metanol, 7% acid acétic) per a eliminar les restes de colorant del fons de la

membrana.
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3.4.2- Array de citoquines.

Per a detectar I'expressio de citoquines s’ha utilitzat un kit que inclou tots els
reactius necessaris i també les membranes amb els anticossos de captura posats per
duplicat (Proteome Profiler®Array - Mouse Cytoquine Array Panel A, #ARY006, de R&D
Systems). L’extraccidé proteica dels cors es porta a terme amb un tampd compost de
PBS1X, inhibidors de proteases i tritd 1%, les mostres es quantifiquen pel métode de
Lowry (punt 3.4.1.2). En el nostre cas hem utilitzat cors neonatals WT i DKO, i hem fet
pools de 3 cors en cada membrana, tenint un total de 6 mostres/genotip repartides en
dues membranes/genotip. El protocol seguit és lindicat per la casa comercial,
breument, es bloquegen les membranes una hora a temperatura ambient amb el
tampod de bloqueig inclds en el kit, mentrestant es preparen les mostres i es deixen a
temperatura ambient 1h: 500ug mostra + tampé de bloqueig fins a 1ml + 0,5ml tampé
4 del kit + 15ul barreja d’anticossos. Passat el temps del bloqueig s’aspira el tampd de
bloqueig i les membranes s’incuben amb la barreja de mostra/anticos tota la nit a 42C
en moviment. L’'endema es fan tres rentats de 10min amb tampd de rentat, s’incuben
les membranes 30min amb Streptavidina IRDye 800CW (LI-COR, # 926-32230) a una
diluciéo 1/2000 en tampd de bloqueig i es fan tres rentats més. Les membranes es

llegeixen amb Odissey Imager © de LI-COR, a una resolucié de 84um, i qualitat mitjana.

3.5- Electroforesi bidimensional.

L’electroforesi bidimensional és una tecnica que permet fer estudis proteomics
basada en la separacié de les proteines d’'una barreja segons dues propietats
moleculars, una en cada dimensié. El procediment més utilitzat es basa en la separacié
en una primera dimensié mitjangant isoelectroenfoc (IEF), és a dir, separant les
proteines en funcid del seu punt isoeléctric, i la segona dimensid segons el pes

molecular (electroforesi SDS-PAGE).

3.5.1- Extraccid i quantificacié de proteina mitjan¢ant el métode de Bradford.
Per a extreure la proteina s’utilitza un tampd comercial (RHB-V, amb ndmero de
referencia #28-9435-27, comercialitzat per GE) compost basicament d’urea, thiourea i

el detergent CHAPS. Com que la mostra de partida és un teixit (cor) s’utilitza el politro
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(Heidolph DIAX 900 — 5mm) per a homogeneitzar la mostra, seguit d’una centrifugacié
per a eliminar les restes de teixit que puguin quedar.

Per a quantificar-la s’utilitza el metode de Bradford (Biorad Protein Assay Dye
Reagent, #500-0006). En una placa de 96 pous s’hi col-loquen per duplicat els punts de
la recta patrd i les mostres a determinar, ajustant el volum fins a 50ul amb aigua. Tot
seguit s’afegeix a cada pou 200ul del reactiu Bradford 1x i es deixa produir la reaccio
durant 15min. Passat aquest temps es llegeix la placa a una absorbéncia de 620nm. La
recta patré es fa utilitzant concentracions conegudes de BSA i s'utilitza per a
estandarditzar els resultats. Els valors d’absorbéncia de les mostres s’interpolen a la

recta patro per tal de determinar la seva concentracio proteica.

3.5.2- Primera dimensid.

La primera dimensidé és I'lEF, que separara les proteines segons el punt
isoelectric.  S'utilitza el mateix tampd emprat per a I'extraccio, amb 50mM
Dithiothreitol (DTT) i amfolits 1x (Biorad #163-1112). Es posa la mostra a la cubeta
col-locada a I'aparell d’IEF (BioRad Protean IEF Cell) vigilant que quedi ben estesa i
després la tira per a I'lEF (Biorad, amb el rang de pH que es vulgui), fent que toqui als
electrodes de la cubeta. Primer cal rehidratar la tira, es fa una rehidratacié activa en
condicions de: 50V / 12h / 20°C, pero abans és bo posar-ho uns minuts en rehidratacio
passiva, sense corrent, per a que la mostra impregni totalment la tira. Passat aquest
temps, es posen 800ul d’oli mineral sobre la tira per a evitar I'evaporacié de la mostra
durant la rehidratacié i I'lEF. Tot seguit es pot connectar el corrent. Quan acabi la
rehidratacid s’iniciara el programa d’IEF: 150V 1h, 300V 1h, 1000V 3h i 4000V
(9000hv).

3.5.3- Segona dimensiad.

La segona dimensié separara les proteines segons el seu pes molecular, es
treballa amb gels desnaturalitzants d’acrilamida discontinus, iguals que els del western
blot (punt 3.3.1.3). Abans de fer correr el gel s’ha d’equilibrar la tira. Per a equilibrar la
tira cal fer 2 incubacions de 15min cadascuna, la primera amb la solucié equilibradora
(6M urea, 0.375M Tris HCI pH 8.8, 2% SDS, 20% glicerol) amb DTT al 2% i la segona amb

la solucié equilibradora amb lodoacetamida (IAA) al 2,5%. Un cop equilibrada, es posa
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la tira al pou fet al gel, amb el canté de pH acid al costat del marcador de pesos
moleculars i es fixa amb agarosa low-melt. Quan acaba de correr el gel, si es vol
immunodetectar una proteina es segueix a partir d’aqui el protocol del western blot
(3.4.1.4). Si es vol tenyir el gel, un cop acaba de cérrer el gel es segueix com s’explica al

punt seglent.

3.5.4- Tincio de les proteines al gel amb plata

Tenyir els gels de les electroforesis bidimensionals permet tenir el patrd
protedmic de la mostra i poder-lo comparar amb diferents mostres. Un métode molt
comu és la tincid de plata, que es fa seguint el protocol de la casa comercial del kit de

tincié (Proteosilver Silver Stain kit #protsil1-1KT, Sigma-Aldrich).

3.6- Analisis proteomic mitjan¢ant iTRAQ i LC-MS/MS (ESI).

L'analisi de I'expressio diferencial de proteines és fonamental per a entendre
els processos biologics, és per aixo que s’han desenvolupat nombrosos marcatges amb
isotops estables com a alternativa a les aproximacions basades en estudis
bidimensionals per a estudis proteomics semi-quantitatius. Amb aquestes técniques la
guantificacid es porta a terme en el mateix espectrometre de masses on els péptids
s’analitzen per espectrometria de masses en tandem (MS/MS), aixi doncs, la
identificacio dels peptids i la quantificacio relativa es produeix a la vegada [319]. La
tecnica iTRAQ (Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation) és una técnica de
qguantificacié de proteines no basada en gels que proporciona mesures relatives i
absolutes de, en teoria, tots els peptids de diferents mostres. Els reactius de marcatge
iTRAQ consisteixen en un grup reporter (N-Methylpiperazine), un grup balance
(carbonil) i un grup éster que reacciona amb els grups amino N-terminal dels péptids,
formant un pont amida. Donat el disseny de massa isobarica d’aquests reactius, tenen
el mateix pes, els péptids marcats de manera diferent apareixen en un unic pic en els
escaners MS, reduint la probabilitat de superposicions entre els pics. Quan els péptids
units als reactius iTRAQ es sotmeten a I'analisi MS/MS, el grup balance s’allibera com a
un fragment neutre, deixant lliures els ions reporter que proporcionen la informacid

quantitativa de les proteines [320] (figura 28). Aquesta técnica de marcatge isobaric
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permet un analisi multiple de 4 o 8 mostres diferents (4-Plex o 8-Plex) en un unic
experiment.

Després de la desnaturalitzacid, reduccid i alquilaciéd de les mostres, aquestes
es sotmeten a una digestid enzimatica i es marquen tots els péptids per iTRAQ, cada
mostra es marca individualment. Els péptids marcats sén separats per cromatografia
liquida acoblada a una font de ionitzacié d’electroesprai (ESI) i posteriorment analitzats
per espectrometria de masses amb un analitzador de Trampa lonica o un analitzador
OrbiTrap. Els peptids identics provinents de diferents mostres tenen la mateixa massa i
unes propietats cromatografiques similars, permetent tant la identificacié com la

quantificacié del péptid a partir del mateix espectre de MS/MS (figura 28).
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Figura 28: esquema de I'estudi proteomic per iTRAQ. Breument, les mostres es digereixen
enzimaticament, es marquen les proteines de cada mostra amb un iTRAQ diferent (113, 114, 115, 116,
117,118,119 121), es barregen els peptids, es passen per cromatografia liquida (LC) i s’analitzen per

espectrometria de masses (MS/MS) [321].

En el nostre cas, hem portat a terme un estudi 8-Plex, en col-laboraciéo amb el
servei de Proteomica del CNIC (Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares).
Les 8 mostres que hem analitzat son els cors de quatre edats diferents per a cada
genotip, Wild Type (WT) i Caspasa3'/’ CaspasaT/’ cardio-especific (DKO). Segons els
experts, amb una Unica mostra per punt és suficient, perd nosaltres per a fer-ho més
consistent hem fet un pool de dues mostres per cada punt. L'extraccié i quantificacio

de proteina s’ha fet com s’explica en els punts 3.4.1.1 i 3.4.1.2, respectivament.
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1-Caracteritzacio de I'expressio de les caspases executores en el cor.

1.1- Silenciament de les caspases durant el desenvolupament en el teixit

cardiac.

Inicialment, per tal de coneixer els nivells d’expressié de les caspases durant els
diferents estadis de desenvolupament cardiac hem analitzat mitjangant western blot
I’expressid de les caspases 3, 6 i 7 en cors de rata de diferents edats. L'a-actina és el
marcador de diferenciacié dels cardiomiocits utilitzat, que augmenta progressivament
amb l'edat. Tal i com mostra la figura 29, I'expressié de les caspases cau durant la
diferenciacié dels cardiomiocits, essent practicament nul-la a dia 90. Treballs anteriors
del nostre grup demostren que a més de la repressié de les caspases, té lloc també una
repressio de la majoria de gens apoptotics [35, 103].

Edat (dies)
Elf 1 2 5 15 30 60 80 80

e S S W O S e

GAPDH |——-_— ———--|

Figura 29: Silenciament de I’expressié de caspases in vivo durant la diferenciacié dels cardiomiocits.
L’expressio de les caspases i d’ a-actina s’ha detectat en cors embrionals de rata (E16) i en cors de rates

de diferents edats.

1.2- La Caspasa 7 és citosolica, mentre que la Caspasa 3 és citosolica i també
mitocondrial.

A més de voler estudiar I'expressid de les caspases segons l'estadi de
desenvolupament cardiac, per tal de coneixer-les millor hem analitzat la seva
localitzacid subcel-lular. Donat que s’ha descrit que el detergent en el tampd
d’extraccié nuclear pot fer permeable la membrana nuclear alliberant algunes
proteines nuclears al citoplasma [317], per a descartar que aixd pugui passar amb les
caspases, en cas que siguin nuclears, hem provat un protocol d’extraccié de nuclis que

no inclou detergent i que permet obtenir la fraccié nuclear de membrana o insoluble i
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la fraccid nuclear soluble, a més del protocol amb detergent que és el que utilitzem
rutinariament en el laboratori. Aquestes proves les hem portat a terme amb cel-lules
HEK293T, de les quals també hem extret citoplasma i mitocondris per a poder realitzar

els controls pertinents (figura 30).

Caspasa 3

Caspasa 7

DLD

GAPDH

Lamin &+C

FTB

Figura 30: Localitzacié subcel-lular de les caspases en ceél-lules HEK293T utilitzant diferents protocols

per a I’'extraccié nuclear. Western blot amb extractes proteics de les fraccions subcel-lulars de cél-lules

HEK293T. Per a demostrar I'enriquiment en cadascuna de les parts cel-lulars hem fet western blot amb
anticossos contra proteines presents especificament en cadascuna de les parts cel-lulars. DLD=
marcador mitocondrial. GAPDH= marcador citosolic. Lamin A+C= marcador membrana nuclear.

PTB=marcador fraccid nuclear soluble.

Els diferents controls indiquen que les diferents fraccions nuclears s’han
obtingut correctament (figura 30), a més, els resultats indiquen que en les cel-lules
HEK293T les caspases 3 i 7 no estan presents ni en la fraccid nuclear soluble, ni en la
insoluble, ni tampoc en els nuclis extrets amb el tampd amb detergent.

Donat que el nostre model sén els cardiomiocits, hem analitzat la localitzacié
de les caspases en les nostres cel-lules d’interes. La figura 31A mostra com en els
cardiomiocits embrionals de rata la Caspasa 7 té una localitzacidé principalment
citosolica, mentre que la Caspasa 3 presenta una localitzacié citosolica i també
mitocondrial, essent practicament del 50-50%. Els resultats obtinguts coincideixen amb
els dels estudis trobats a la literatura [322]. També hem analitzat I'expressié de les
caspases en cardiomiocits neonatals de rata (figura 31B) per tal de descartar que
després del naixement a més d’'una disminucié en I'expressié de les caspases es
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produis també un canvi en la seva localitzacié dins la cél-lula; no és aixi, en I'edat
neonatal la Caspasa 7 també és sobretot citosolica, essent la Caspasa 3 citosolica i
mitocondrial. Els westerns blots per Caspasa 3 de la figura 31 semblen indicar que hi ha
una mica de Caspasa 3 en la fraccid nuclear, pero el fet que aparegui també una senyal
débil de Dihidrolipoil Dehidrogenasa (DLD) en el nucli, tractant-se d’una proteina
mitocondrial, indica que en la purificacio dels nuclis s’han arrossegat alguns
mitocondris (possiblement units a la membrana nuclear), que sén els responsables
d’aquestes falses bandes débils en nucli. D’aqui la utilitat de realitzar els controls
pertinents en el western blot per a comprovar el grau d’enriquiment i contaminacio en

cadascun dels extractes subcel-lulars.

A Cardiomidcits el8 B Cardiomiocits P2
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Figura 31: Localitzacid subcel-lular de les caspases en els cardiomiocits embrionals i neonatals.

Western blot amb extractes proteics de les diferents parts cel-lulars de cardiomiocits embrionals (A) i

neonatals (B) mostrant la localitzacié de les caspases 3 i 7. Per a demostrar |’enriquiment en cadascuna

de les parts cel-lulars hem fet western blot amb anticossos contra proteines presents especificament en
cadascuna de les parts cel-lulars. DLD= marcador mitocondrial. GAPDH= marcador citosolic. Lamin A+C=

marcador nuclear.

En resum, aquests resultats indiquen que la Caspasa 7 és citosolica, mentre que la

Caspasa 3 és citosolica i també mitocondrial.
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2- Generacio de ratolins Caspasa 3 i Caspasa 7 Doble Knockout

especificament en el teixit cardiac.

Com s’ha explicat en el punt 1.2.3 de I'apartat de Materials i Métodes, en el
nostre laboratori hem generat ratolins deficients en Caspasa 3 i Caspasa 7
especificament en els cardiomiocits (Casp3'/' Casp7'/', DKO). Ho hem fet a partir del
creuament de dues soques: la soca Nkx2.5Cre, cedida per Eric Olson, que porta
I’expressid de Cre sota el promotor de Nkx2.5, un gen que s’expressa des del principi
del desenvolupament només en els cardiomiocits; i la soca Caspasa7 KO - Caspasa3
Floxed, cedida per Richard Flavell, on el fet de tenir la Caspasa3 floxejada fa possible
I'obtencié de DKO especifics de teixit segons el tipus de ratoli Cre amb el que es creuin,
en el nostre cas la doble delecio només es produira en els cardiomiocits. La figura 32

mostra els tipus de creuaments que hem posat per a generar la soca.

Cre + Cre -
C3flox’- €7+ ’|‘ C3flox/* C77-
' b
50% Cre - 50% Cre+
C3flox *- C7+- C3flox */- C7*/-
}
| 25% C3flox*- C7+ 6,25% C3flox - C7*/*
SRR 12,5% C3flox*/- C7+/*  6,25% C3flox’- C7--
— + — 12,5% C3flox’-C7/-  6,25% C3flox*/* C7+/*

12,5% C3flox’-C7*-  6,25% C3flox*/* C7/-
12,5% C3flox*/* C7+-

Figura 32: Creuaments necessaris per a I'obtencié de la soca DKO. Partiem de la soca Cre+ Wild type
(WT) per a les dues caspases i de la soca Caspasa7 KO-Caspasa3 Flox Cre-. Mitjangcant aquests primers
creuaments vam obtenir ratolins heterozigots per Caspasa3 i 7, el 50% dels quals eren Cre+ (verd).
Finalment, amb el creuament d’aquests ultims va ser possible comencar a obtenir animals deficients en

les caspases 3 i 7 en els cardiomiocits (blau).
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La proporcid de ratolins Caspasa3'/' CaspasaT/' gue neixen és consistent amb
les lleis mendelianes de I’heréncia. Les cries sobreviuen i no presenten problemes en el
creixement, a més, tenen una aparenca i desenvolupament normals i els organs no
presenten alteracions en la morfologia. Aquest resultat és totalment contraposat al
que presenten els ratolins Doble Knockout total per Caspasa3 i Caspasa7 [194],
presents en proporcions mendelianes just abans de néixer, pero amb una mort
prematura durant els primers dies de vida. Aquests ratolins, a més, presenten un
desenvolupament cardiac anormal amb una important dilatacid de les auricules i mala
compactacié de la musculatura ventricular (figura 15).

Per a poder identificar els animals els hem genotipat mitjancant PCR. El
genotipatge de Caspasa 7 dona el mateix patré de bandes tant si es fa a partir de DNA
procedent de la cua com del cor (240bp WT i 310bp KO); per contra, el de Caspasa 3
varia, ja que amb el genotipatge amb DNA procedent de la cua només és possible
veure la banda corresponent al gen floxejat, en canvi amb el DNA procedent del cor, a
més de la banda del gen floxejat (proporcionada pels fibroblasts) es veu la banda
corresponent a la delecié de Caspasa 3 en els cardiomiocits (180bp WT, 230bp Floxejat
i 320bp KO) (figura 33A). Tal com mostra la figura 29 les caspases se silencien amb el
desenvolupament dels cardiomiocits, per tant, per a poder verificar I’eliminacio de les
caspases 3 i 7 en els cardiomiocits dels animals DKO hem analitzat els cors d’animals
neonatals, que encara expressen caspases. El nostre model és Knockout total per
Caspasa 7, aixi doncs, les cel-lules no-cardiomiocits tampoc I’haurien d’expressar. La
Caspasa 3, per contra, manca només en els cardiomiocits, per tant, mitjancant I'estudi
de cors totals no és possible veure una eliminacié total de Caspasa 3, degut a la
“contaminacié” que proporcionen els fibroblasts i altres cel-lules minoritaries. L’estudi
per western blot (figura 33B) d’extractes totals cardiacs ens ha permes verificar que el
nostre model no expressa Caspasa 7 en el cor, a més, hem pogut observar que tot i no
estar del tot eliminada, la Caspasa 3 esta forca menys expressada en els DKO que en
els Wild type (WT) de la mateixa camada, donat que només hi esta present,
principalment, en els fibroblasts. Per tal d’estar segurs que el nostre model és deficient
en Caspasa3 en els cardiomiocits hem realitzat una immunohistoquimica, figura 33C,
gue confirma que els cardiomiocits no presenten Caspasa3, per tant, el nostre model

és correcte.
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Donat que la manca d’una caspasa podria compensar-se per la sobre-expressiod
d’una altra caspasa amb una funcié similar, hem analitzat per western blot, figura 33B,
si la manca de les caspases 3 i 7 suposa una sobre-expressié de l'altra caspasa
executora, Caspasa 6, els resultats indiquen que aix0 no és aixi, i que la manca de

Caspasa 3 i Caspasa 7 no és compensada per la sobre-expressié de Caspasa 6.

A
Cei?iﬁﬂ het KO C Cors P2

e — = - (Caspasa 3

DMA cua DMA cor
Casp3 WT het Flox Casp3 KO WT

B CorsP2
WT WT DKO DKO
Caspasa 3 D SR s s

Caspasa 7 |4l e

Caspasa  |W e

GAPDH m-

Figura 33: Els cardiomiocits DKO no expressen ni Caspasa 3 ni Caspasa 7. A) Genotipatge dels animals

per Caspasa 7 amb DNA de cua (igual resultat que el DNA de cor) i per Caspasa 3 amb DNA de cua i
també de cor. Banda intensa del marcador=250bp. B) Abundancia de caspases en extractes totals de
proteina de cors neonatals (P2= 2 dies) d’animals Wild type WT i Caspasa 3" Caspasa 77 (DKO). €)

Imatge de la immunohistoquimica de Caspasa 3 en cor neonatal WT i DKO. Escala:20um.
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3- Les caspases regulen PTB post-transcripcionalment en el cor.

PTB (polypyrimide tract binding protein) és una proteina coneguda per la seva
funcié en la regulacid del splicing alternatiu [33] i, a més, participa en la traduccié de
proteines apoptotiques durant la diferenciacio dels cardiomiocits [35], aixi doncs, PTB
té una contribucié important en el control post-transcripcional de I'expressié geénica
durant la diferenciacié muscular. Aquesta proteina és silenciada perinatalment durant
el desenvolupament cardiac, mantenint-se, pero, els nivells de mRNA sense canvis
significatius, suggerint una regulacié post-transcripcional [36]. Aquesta regulacid és
dependent de les HDAC (Class Il histone deacetylases), ja que I'estudi amb animals
Knock Out (KO) per HDAC mostra com la manca de HDAC suposa una disminucio de la
proteina de PTB pero no del seu transcrit [36]. L'apariciéo d’una banda més baixa
corresponent a una forma tallada de PTB en els KO de HDAC [36], coincident amb el
tall que porten a terme les caspases en PTB [323], ens va indicar un possible rol de les
caspases en la regulacid post-transcripcional de PTB. Aixi doncs, si les caspases tenen
un paper fisiologic en el tall de PTB in vivo, la manca de caspases hauria de resultar en
un augment de I'abundancia de PTB en el cor en desenvolupament. La figura 34A
mostra com aixo és aixi, ja que els animals Doble Knockout per Caspasa 3 i Caspasa 7
en els cardiomiocits que hem generat, tenen més proteina PTB que els seus analegs
Wild type (WT), mentre que I'abundancia del transcrit es manté constant (figura 34B).

La reduccié dels nivells de PTB durant el desenvolupament cardiac és
responsable de nombrosos canvis en el splicing alternatiu, nosaltres estavem
interessats en la possibilitat que els factors de transcripcio MEF2 poguessin ser una
diana important d’aquesta regulacid. Els transcrits de Mef2 poden contenir un exo
alternatiu (B) que ddna lloc a proteines MEF2 amb una activitat transcripcional més
forta (figura 34C) [28], resultats del nostre grup demostren que durant el
desenvolupament cardiac I'exd B és progressivament inclos en els transcrits de Mef2a i
Mef2d, a la vegada que els nivells de proteina PTB disminueixen en el miocardi [36].
Per tant, PTB indueix el salt de la inclusié de I'exé B en Mef2a i Mef2d, potenciant la
forma més embrionica. Donat que la manca de caspases suposa una abundancia
anormal de PTB, hem analitzat com afecta la manca de les caspases 3 i 7
especificament en el cor en la inclusid/exclusié de I'ex6 B en Mef2a i Mef2d. La figura
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34D mostra com els animals DKO tenen una reduccié en la inclusié de I'exé B, que
doéna lloc a la forma madura de Mef2a i Mef2d, mentre que es produeix un augment

en I'expressié de la forma embrionica dels gens Mef2, sense I'exd B.
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Figura 34: Implicacio de les caspases en la regulacié post-transcripcional de PTB. A) abundancia de PTB
en extractes totals de proteina de cors de ratolins joves WT i ratolins deficients en caspasa 3i 7 en els
cardiomiocits (DKO). Al panell de la dreta: analisi densitométric del western blot. * P<0.05 vs. WT B) PCR
en temps real del transcrit de PTB en els mateixos cors que A. n=3. C) Splicing alternatiu dels gens Mef2,
lainclusié de I'exd B s’ha analitzat amb primers flanquejant I'exd en qliestid. D) Analisi de la inclusié de
I'exo B (-B: no inclos; + B: inclos) en els transcrits de Mef2 a partir d’extractes totals de RNA de cors d’1

mes WT i DKO. n=3. * P<0.05 vs. WT.

112



Resultats

4- Fenotip dels cors Caspasa 37 Caspasa 77

4.1- Els cardiomiocits Caspasa 37 Caspasa 77 proliferen menys que els Wild-

Type.

Veient que els cors dels ratolins de la nostra soca Caspasa 37 Caspasa 77
cardio-especifica (DKO) no presenten el desenvolupament anormal dels cors dels
animals amb la delecié total de caspasa 3 i 7 [194] i que, com hem dit, tenen una
morfologia i desenvolupament normals, ens hem centrat en el seu estudi i en veure si
presenten un fenotip i, en cas afirmatiu, en qué consisteix.

El primer que hem fet és pesar els cors dels animals neonatals (entre 1-2 dies).
Tal com mostra la figura 35A els cors DKO neonatals pesen un 25% menys que els cors
WT de la mateixa camada, essent estadisticament significatiu (P <0,05). A mesura que
els animals es fan grans, pero, aquestes diferéncies desapareixen i ja als 2-3 mesos

d’edat els pesos dels cors DKO i WT no presenten diferéncies significatives (figura 35B).
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Figura 35: Els cors neonatals DKO pesen menys que els WT. A) pes dels cors Caspasa 3" Caspasa 77
cardio-especifics i cors Wild type neonatals. n=6.*P<0.05 vs WT B) pes dels mateixos cors que A pero de

2-3 mesos d’edat. n=9.

Una possibilitat per a poder explicar aquesta disminucié en el pes dels cors DKO
és que tinguessin menys cél-lules, en concret menys cardiomiocits, que sén els afectats
per la doble mutacid. Per a poder comptar les cel-lules dels teixits hem optimitzat un
protocol consistent en la disgregacié del teixit per a poder aillar les cel-lules,

diferenciar els cardiomiocits de restes i altres cél-lules i aixi poder contar-los (punt
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2.3.2 de I'apartat de materials i métodes). Els resultats indiquen que els cors neonatals
DKO (1-2 dies) tenen aproximadament un 20% menys de cardiomiocits que els WT
(figura 36A), aquesta diferéncia es manté amb I'edat, els cors DKO de 7 mesos
presenten també aproximadament un 20% menys de cardiomiocits que els WT de la

mateixa camada (figura 36A).
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Figura 36: Els cardiomiocits DKO proliferen menys que els WT. A) Recompte del nombre de
cardiomiocits en cors neonatals i cors adults DKO i WT. n=5 .**P<0.01 vs WT. B) Imatge de la
immunohistoquimica contra PCNA en cors P1 WT i DKO. C) % de cél-lules PCNA-positives en cors

neonatals WT i DKO. n=3. **p<0.01.

Aguests estudis de recomptes cel-lulars ens han permes, a més, obtenir altres
resultats interessants, el primer és que tal i com es mostra a la figura 36A el nombre de
cél-lules no es manté constant entre els cors neonatals i els cors adults sind que
augmenta, indicant que tot i que després del naixement es produeix una sortida de
cicle i una repressido de la maquinaria de divisio cel-lular [9, 280], els cardiomiocits
mantenen una certa capacitat de proliferacid després del naixement. L’altre resultat
gue hem extret d’aquests estudis és que comparant el nombre de cel-lules que tenen
els cors dels mascles i els cors de les femelles, independentment del genotip i I'edat,

les femelles tenen entre un 8 i un 11% menys de cél-lules que els mascles (figura 36A).
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Per a confirmar que la manca de les caspases 3 i 7 en els cardiomiocits
comporta un defecte en la proliferacio hem fet una immunohistoquimica en cors
neonatals (P1, que encara mantenen proliferacié) contra PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), un dels marcadors de proliferacio més comunament emprats (figura
36B). Els resultats indiquen que els cors DKO tenen un 50% menys de cél-lules positives
per PCNA (figura 36C), que es tradueix en una caiguda important de la proliferacid, i
corrobora el fet que els cors DKO siguin més petits perque tenen menys cél-lules que

els WT.

4.2- Amb I'edat, els cardiomiocits dels DKO desenvolupen una hipertrofia lleu.

Com hem mostrat al punt anterior, el fet que els cors neonatals DKO pesin
menys s’explica pel fet que els cors neonatals DKO tenen menys cél-lules que els WT.
Per contra, els DKO adults també tenen menys cel-lules perd no pesen menys que els
WT, ens falta, doncs, la peca que expliqui qué passa amb els cors DKO joves i adults
qgue fa que tenint menys cel-lules pesin el mateix que els WT: la mida de les cel-lules.
Mitjangcant la tincié per WGA (figura 37D), que marca la membrana de les cel-lules,
hem mesurat I'area dels cardiomiocits de cors neonatals (2-3 dies), joves (2-3 mesos) i
adults (7 mesos). En els neonatals degut al fet que no tenen una matriu extracel-lular
ben formada, hem tingut certa dificultat per obtenir seccions de teixit homogeniament
ben tenyides, i per aixdo no hem distingit entre ventricle esquerre i septe a I’'hora de fer
les mesures. Pels animals joves i adults si que hem distingit entre les cel-lules del septe
i les del ventricle esquerre. Els cardiomiocits dels cors neonatals DKO no presenten
diferencies en la mida respecte els WT (figura 37A i D). En els animals joves, les
cél-lules del septe DKO sén un 30% més grans que les seves analogues WT, mentre que
les cél-lules del ventricle esquerre no presenten diferéncies segons el genotip (figura
37B i D). En els animals adults es manté la diferencia del 30% d’increment en la mida
de les cel-lules DKO del septe i, a diferéncia dels animals joves, les cel-lules DKO del
ventricle esquerre dels animals adults sén també un 15% més grans que les WT de la
mateixa zona (figura 37C i D). Aquests resultats semblen indicar que els animals DKO
intenten compensar el fet de tenir menys cardiomiocits tot augmentant-ne la mida,
comencen amb els cardiomiocits del septe (encarregat de donar forga i suport al cor) i

amb l'edat ja tenen també més grans els ventriculars. Es produeix una mena
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d’hipertrofia compensatoria, que permet als cors DKO funcionar amb normalitat i
compensar el fet de tenir menys cel-lules. Pel que fa al sexe, sembla no haver-hi

diferéncies entre la mida dels cardiomiocits dels mascles i de les femelles.
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Figura 37: Els cardiomiocits DKO sén més grans que els WT. A) Area dels cardiomiocits en animals
neonatals. n=6 B) Area dels cardiomiocits del septe i ventricle esquerre d’animals joves de 2-3 mesos.
n=6 C) Area dels cardiomiocits del septe i ventricle esquerre d’animals de 7-8 mesos. n=6. **P<0.01;

***P<0.001 vs WT. D) Imatges de les tincions WGA dels cors neonatals, joves i adults, WT i DKO, en

septe (S) i ventricle esquerre (VE). Escala neonatals=20um. Escala joves i adults=50 um.

4.3- Tot i la hipertrofia que desenvolupen, els animals Caspasa 37 Caspasa 77
adults no presenten alteracions en la funcidé cardiaca ni responen de manera
diferent a I’estres.

Veient que els animals Caspasa 37 Caspasa 77 adults desenvolupen una

hipertrofia lleu en resposta a la deficiencia en el nombre de céel-lules, hem fet un estudi
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ecocardiografic d’aquests animals per a comprovar com els afecta, si ho fa, en la funcié

cardiaca i si tenen alteracions importants en algun parametre (taula 5).

Parametres ecocardiografics

WT (n=14) DKO {n=13)
PES (g) 277571 +1,1611 27,0692 £1,0517 p=0,666
s (mm/g) 0,0338 + 0,0016 0,0347 + 0,0018 p=0,732
PP (mm/g) 0,0277 £ 0,0011 0,0271 + 0,0013 p=0,724
DTD (mm/g) 0,1479 + 0,0050 0,1589 + 0,0068 p=0,200
DTS (mm/g) 0,1027 £ 0,0035 0,1132 % 0,0049 0=0,084
FE (%) 64,1846 + 11,4586 61,9103 + 1,5800 p=0,300
FA (%5) 30,3571 +1,0246 28,7181 £1,0576 p=0,276
FC (bpm) 42419 372 + 28 5=0,103

Taula 5: Parametres ecocardiografics de ratolins adults WT i DKO. S: gruixaria del septe intra-
ventricular en sistole, PP=gruixaria de la paret posterior del ventricle esquerre en diastole,
DTD:diametre telediastolic del ventricle esquerre, DTS:diametre telesistolic del ventricle esquerre,

FE:fraccié d’ejeccid, FA:fraccié d’escurgament, FC:freqliéncia cardiaca (bpm=beats per minute).

La taula 5 mostra com els animals DKO adults (5 mesos) no presenten
diferéncies significatives en els parametres ecocardiografics mesurats, en el pes (com
ja hem dit abans) i tampoc en la gruixaria del septe (S), on I'inferior nombre de cél-lules
es troba compensat per un augment en la seva mida. La freqiiencia cardiaca (FC) és el
parametre que es troba més afectat en els DKO, tot i no arribar a ser estadisticament
significatiu (P=0,1), aquesta menor freqiencia cardiaca pot indicar que aquests
animals, tot i ser capacos de portar a terme la funcié cardiaca de manera normal
gracies a haver desenvolupat hipertrofia en les seves cel-lules, o bé degut a aquesta
hipertrofia que han desenvolupat, han de fer un sobre-esforg¢ i la funcié cardiaca se’n
veu una mica afectada, perd, com hem dit, aix0 només és una tendéncia, ja que les

diferéncies no sén significatives.
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Lisoproterenol (ISO) és un agonista de receptor B-adrenergic; causa una
remodelacié cardiaca en resposta a I'estimulacié B-adrenérgica, indueix hipertrofia i
vasodilatacid. Per tal de saber si la hipertrofia que causa aquesta estimulacié
s’accentua degut a la manca de les caspases 3 i 7 (que ja per si mateixa en animals
adults produeix hipertrofia), hem fet un estudi administrant I1SO a ratolins adults (5
mesos) durant 7 dies utilitzant mini-bombes osmotiques amb una proporcié de
8,8mg/kg/dia [30], als animals control se’ls ha administrat només sali.
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Figura 38: L’estimulacié B-adreneérgica per isoproterenol produeix el mateix grau d’hipertrofia en WT i
DKO. A-B) cors WT (A) i Caspasa 37" Caspasa 7" (DKO) (B) tractats amb vehicle sali o ISO (8,8mg/kg/dia)
durant 7 dies. C) els cors WT i DKO han estat cronicament infosos amb sali (-) o ISO (+) i sacrificats al cap
de 7 dies per a mesurar la hipertrofia assolida, expressat en forma de Pes cor/Longitud tibia. n=6; ns=no

significatiu.

L'estudi ha funcionat (figura 38A-B), ja que lincrement del ratio pes
cor/longitud tibia (PC/LT) assolit es correspon al trobat a la literatura, aproximadament
un 20% [30]. Comparant els ratios PC/LT dels cors WT i DKO podem observar com no hi
ha diferéncies significatives (figura 38C), suggerint que la manca de les caspases 3 i 7
no suposa cap diferéncia a la resposta a aquest tipus d’estrés i que les caspases 3i 7 no

actuen en vies de senyalitzacié activades per una estimulacié B-adrenérgica.
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4.3.1- Les caspases no estan implicades en la mort dels cardiomiocits durant I’oclusié
coronaria.

Amb I'objectiu de saber com responen els animals DKO a un procés d’isquemia-
reperfusio (I/R) i de retruc, comprovar si les caspases executores estan implicades en la
mort dels cardiomiocits adults deguda a processos isquemics, hem realitzat en
col-laboraciéo amb el grup de Cardiologia Experimental del VHIR un estudi d’ I/R en
animals WT i DKO adults (5 mesos). Aquests animals s’han sotmés a un procés
d’isquémia in situ de 45min seguit d’'una reperfusié miocardiaca de 24h o 28 dies,
efectuats mitjancant oclusié quirdrgica de l'artéria coronaria descendent anterior
esquerra. La reperfusio de 24h permet determinar I'area de l'infart (Al) en relacid a
I’area de risc (AR), que és I'area per sota de la sutura. La reperfusié de 28 dies permet
establir I'area infartada mitjancant la consolidacié de la cicatriu i estudiar el possible
remodelat advers del ventricle esquerre, quan es desenvolupa un procés isquémic el
remodelat ventricular que el segueix provoca un estrenyiment de la paret ventricular
(figura 39C) i un deteriorament de la funcié ventricular. Per a estudiar la cicatriu
s’utilitza la tincié de Pricosirius Red (PR) [324] que tenyeix les fibres de col-lagen de
color vermell, indicant on ha tingut lloc el remodelat després de la isquemia, en un
fons groc clar.

En tots dos genotips la zona de risc en proporcié a la mida del ventricle
esquerre és manté (figura 39A ), indicant que els processos isquémics s’han realitzat
correctament i de la mateixa manera en els dos grup d’estudi. Un cop analitzada la
zona infartada després de la reperfusido de 24h hem vist que la manca de caspases no
modifica I'area de l'infart (Al) (40 £ 5,1% en els WT vs. 36,2 + 3,6% en els DKO) (figura
39B). Mitjancant I'estudi de la tincido PR després de 28 dies de reperfusid, I'area en
fibrosi també és la mateixa en els animals WT i DKO (41,1 + 5,4% en els WT vs. 44,6 +
8,7% en els DKO) (figura 39C-D); tampoc hi ha diferéncies significatives entre WT i DKO
pel que fa al grau de disfuncio cardiaca i dilatacié ventricular, totes dues severes en els

dos grups de ratolins.
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Figura 39: Els animals DKO presenten el mateix grau d’infart que els WT després d’un procés
d’isquémia-reperfusid. A) % d’area de risc (AR) respecte el ventricle esquerre (VE). B) % d’area d’infart
(Al) respecte AR. C) Imatge representativa de la tincié amb Pricosirius Red. En vermell les fibres de
col-lagen que formen la cicatriu en la zona de I'infart. D) % d’area fibrotica en la zona de I'infart. En A, B,

CiD: cors adults WT i DKO, n=6.

Aguests resultats indiquen d’una banda que els animals Caspasa 37 Caspasa7'/'
responen de la mateixa manera que els animals WT als processos d’isquémia, tenen la
mateixa mida d’infart i d’area fibrotica, indicant que la hipertrofia compensatoria que
pateixen no els fa més susceptibles a aquest tipus d’estres per isquémia. D’'altra banda,
aquests resultats confirmen d’una manera directa que I'activacié de les caspases 3 i 7
no esta involucrada en la mort dels cardiomiocits durant I'oclusié coronaria aguda,
indicant que en el cor adult la mort cel-lular es produeix per la via independent de
caspases, tal i com alguns estudis ja havien indicat [103, 104], i com ja suggereix el
silenciament de les caspases que es produeix durant la diferenciacié dels cardiomiocits

(figura 29).
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Donat que les caspases en el cor adult estan silenciades, els animals adults WT i
DKO es podrien considerar tots dos Knock-out per caspases, aixi doncs, el fenotip que
observem en els DKO es deu a la funcié que tenen les caspases quan encara estan
presents (estadis embrionals i neonatals); aix0 podria explicar per qué no observem
difereéncies en la resposta a les diferents fonts d’estrés que hem utilitzat en animals
adults. Creiem doncs, que per tal d’esbrinar la funcio de les caspases 3 i 7 més enlla de
la seva funcié apoptotica i que ddna lloc a aquest fenotip, cal estudiar els cors en

estadis més joves i neonatals.

5- La comparacié transcriptomica dels cors WT i DKO revela canvis
importants en I’expressio de gens implicats en el cicle cel-lular i en el

desenvolupament.

Per tal de coneixer com afecta genéticament la manca de les caspases efectores
3§ 7 en el cor i poder estudiar la base molecular que explica el fenotip trobat en
aquests cors, hem portat a terme un estudi transcriptomic amb micro-arrays en
col-laboracié amb la Unitat d’Alta Tecnologia (UAT) de I'Institut de Recerca del Vall
d’Hebron (VHIR). En I'estudi hem treballat amb quatre grups, cadascun amb una n=6:
WT neonatals (1-2 dies) — WT joves (1 mes) — DKO neonatals — DKO joves. Un cop
executat, hem realitzat diverses comparacions estadistiques segons I'efecte del temps
(neonatal vs jove), I'efecte del genotip (WT vs DKO) i la interacciéd entre temps i
genotip. La figura 40 mostra els resultats més significatius de I'estudi, representats en
funcié dels gens més diferentment expressats entre WT i DKO segons I'edat (figura
40A) i agrupant els gens en families (figura 40B).

Els resultats mostren com en I'edat neonatal els cors DKO tenen en general
menys expressats els gens de progressid de cicle cel-lular, d’entre els que destaquen
per exemple Pold1l (DNA polymerase 6 catalytic subunit), Cdc6 (cell division cycle 6),
PCNA i Ccne o CycE (Ciclina E). A més de les diferéncies en I'expressié dels gens de
cicle, els DKO neonatals tenen també menys expressat el gen Slc2a4 (solute carrier
family 2) o Glut4 (glucose transporter 4), la funcié principal del qual és el transport de

glucosa, pero que s’ha trobat, a més, implicat en la hipertrofia cardiaca [325]. Hif3a
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(hypoxia-inducible factor 3 a), per contra, es troba sobre-expressat en els DKO, aquest

gen s’indueix en resposta a la hipoxia pero també en resposta a la hipoglucemia [326].
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Figura 40: Principals gens i families géniques amb diferéncies significatives entre WT i DKO. A) Gens
amb més diferencia significativa entre WT i DKO, expressat en funcié del fold-change i el nivell
estadistic. A la barra del mig: blau=sota-expressid, vermell=sobre-expressié en DKO. B) principals
families de gens afectades en el DKO comparat amb el WT, en vermell la més afectada. S’ha utilitzat la

plataforma online Ingenuity Systems® (punt 3.3 de Materials i Métodes).

Pel que fa als animals joves, els DKO presenten sobretot una alteracié en els
gens implicats en el desenvolupament i morfologia del teixit cardiac, per exemple
tenen menys expressats gens estructurals que formen part dels sarcomers i que, per
tant, sén necessaris per a la funcid contractil del cor, com la Ttn (titina), Dmd
(distrofina), FInc (Filamin C), Obscn (obscurin, cytoskeletal calmodulin and titin-
interacting RhoGEF) i sobre-expressats alguns gens estructurals tipics de muscul llis,
com la Myh11l (Myosin Heavy Chain 11), de diferenciacid endotelial, Tmem100
(transmembrane protein 100), o gens no musculars com la Myl9 (myosin light chain 9).
A més, Ndrg4 (N-myc downstream-regulated gene 4), un gen necessari per a la

proliferacié dels miocits [327], es troba importantment sota-regulat en els DKO. Altres
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gens que es troben sobre-expressats en els DKO joves son els inhibidors de cicle
cel-lular, d’entre els que destaca Fam107a (family with sequence similarity 107
member); també es troba sobre-expressat en els DKO el marcador d’hipertrofia Nppa
(atrial natriuretic peptide precursor) [328], en concordanca amb el fenotip
d’hipertrofia lleu compensatoria que observem en els animals DKO.

La figura 41 agrupa d’'una manera molt visual els resultats dels arrays exposats
anteriorment, ja que mostra en un mateix grafic la tendencia de I'expressié dels gens
de les diferents families tot comparant els valors dels cors neonatals i joves dels dos
genotips. Aixi doncs, mostra com els gens de progressié del cicle cel-lular i els gens
implicats en la replicacid, recombinacié i reparacié del DNA estan menys expressats en
els cors neonatals DKO que en els WT, sense haver-hi canvis molt importants en els
cors joves; per contra, els gens d’inhibicié de cicle cel-lular estan forca més expressats
en els DKO joves. Els gens dels sarcomers i dels costamers estan menys expressats en
els cors joves DKO quan es comparen amb els WT, mantenint-se constants els valors
dels animals neonatals, en concordanca amb els canvis estructurals adaptatius a que es
veu sotmes el cor DKO a mesura que es va fent adult. Finalment, I'expressio dels gens
implicats en el desenvolupament i la diferenciacié no segueix en tots la mateixa
tendéncia, indicant una alteracid global del desenvolupament en els animals DKO pero
sense un patré concret en els canvis d’expressié génica. Una mostra de I'alteracio en el
desenvolupament és el fet que per exemple Gata5 i Hand2, gens implicats en el
correcte desenvolupament cardiac i I'expressio dels quals és important durant els
estadis embrionals, es troben sobre-expressats en els cors joves DKO, edat en la que el

cor ja esta totalment desenvolupat.
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Figura 41: Tendéncia dels canvis en I’expressié génica dels cors neonatals i joves. Seleccid dels gens de

I'array amb canvis més estadisticament significatius, on cada fletxa uneix el valor d’expressié génica de

I’animal WT amb el del DKO (com es mostra en el grafic de dalt a I’esquerra). Les fletxes apuntant cap a

I'esquerra indiquen una expressié més baixa en els neonatals DKO amb una expressio similar en els

animals joves. Les fletxes apuntant cap a baix indiquen una expressié més baixa en el jove DKO amb una

expressid semblant en neonatals. Les fletxes que apunten cap a dalt indiquen valors més alts en els DKO

joves. u.a= unitats arbitraries.

Per tal de corroborar els resultats obtinguts en I'estudi i veure més clarament

fins a quin punt hi ha diferéncia en I'expressio d’aquests gens hem analitzat mitjangant

Real Time I'expressié d’alguns dels principals gens significativament diferents en
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I’estudi. Els analisis de la Real Time els hem fet també en cors neonatals i cors joves de
1 mes, i hem utilitzat entre 6 i 9 cors per a cada grup. Els resultats es mostren a la

figura 42.
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Figura 42: Real time dels principals gens diferentment expressats en els DKO identificats en I’estudi
transcriptomic. En blau es mostren els gens sota-expressats i en groc els que estan sobre-expressats en

els DKO, tot comparant-ho amb els WT de la mateixa edat. n=6-9, *P<0.05; **P<0.01 vs WT.
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Els resultats de les Real Time confirmen els resultats de I’estudi transcriptomic.
En resum, les figures 40, 41 i 42 ens indiguen que els animals neonatals DKO tenen
menys expressié dels gens implicats en la progressid del cicle cel-lular, que podria
explicar la insuficient proliferacié dels cardiomiocits amb la conseqiient generacié d’un
cor amb menys cel-lules, com els DKO. Pel que fa als animals DKO joves, presenten
alteracions en els gens estructurals i de desenvolupament, possiblement per tal
d’adaptar-se i en resposta a la dificultat que li suposa al cor DKO formar-se i funcionar
partint de menys cél-lules; aquests animals també presenten una sobre-expressio dels
gens que aturen el cicle cel-lular, en linia, també, amb l'inferior nombre de cél-lules
gue presenten els cors DKO.

Com s’ha explicat a la introduccio, els factors de transcripcio de la familia Mef2
estan fortament implicats en el correcte desenvolupament cardiac [25], a més, donat
gue en el nostre grup s’ha treballat bastant amb aquests gens hem trobat interessant
veure si hi ha canvis en els seus nivells d’expressié entre WT i DKO. Hem analitzat
mitjancant Real Time I'expressié de Mef2a i Mef2d, els factors de la familia Mef2
importants per a la biologia postnatal del cor [29, 30]. Els resultats es mostren a la
figura 43 i es veu com tot i que els DKO joves expressen una mica menys de Mef2a i
Mef2d que els WT, les diferéncies no sén significatives. Per tant, la manca de les
caspases 3 i 7 en els cardiomiocits no afecta I'expressid dels factors transcripcionals

Mef2.
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Figura 43: L’expressié de Mef2a i Mef2d no varia entre els cors WT i DKO. Real time deMef2a i Mef2d

en cors neonatals i joves (1 mes) WT i DKO. n=6.
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La Myh11 és la miosina caracteristica de muscul llis, mentre que la Myh6 és la
miosina més tipica de muscul cardiac. Donat que els DKO tenen uns nivells forca més
elevats de Mhy11 que els WT, hem analitzat per Real time els nivells d’expressié de
Myh6 per tal de comprovar si aquest augment en I'expressié de Myh11 es produeix en
detriment de I'expressidé de Myh6. La figura 44A mostra com la Myh6 s’expressa de la
mateixa manera en els cors WT i DKO, per tant, 'augment en I'expressido de Myh11 es
produeix independentment de Myh6. Per tal de coneixer si la Myhll en el cor la
proporcionen o no els cardiomiocits i si, per tant, les diferencies que veiem es deuen a
que realment els cardiomiocits DKO n’expressen més i no a que en aquests cors hi hagi
per exemple més fibroblasts, hem analitzat mitjangant real time |'expressio de les dues
miosines en cor total, cardiomiocits i fibroblasts cardiacs (figura 44B). Els resultats
mostren com tant els nivells de Myh6 com els de Myh11l en el cor els determinen
sobretot els cardiomiocits i, per tant, I'augment en la Myh11 que presenten els DKO es
deu a un augment en l'expressid d’aquesta miosina per part dels cardiomiocits
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Figura 44: L’expressiéo de Mhy6 es manté en els cors DKO. Els nivells de Myh11 i Myh6 en el cor els
proporcionen els cardiomiocits. A) Real Time de Myh6 en cors WT i DKO neonatals i joves. n=6. B) Real

Time de Myh11 i Myh6 en cor total, cardiomiocits i fibroblasts cardiacs neonatals de rata. n=3.
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Tant la Caspasa 3 com la Caspasa 7 son caspases executores i per tant
participen de manera similar en la induccié de I'apoptosi. Tot i aix0, i donat que la
Caspasa 3 és mitocondrial a més de citosolica (figura 31) i podrien tenir diferents
funcions no apoptotiques, no sabem si totes dues participen de la mateixa manera o
bé si una és dispensable a I’hora de provocar els canvis en I'expressio genica que hem
observat en el nostre model. Per a verificar-ho, hem analitzat mitjancant real time
I'expressid de tres gens de cicle forga sota-expressats en els animals neonatals
deficients en les dues caspases (Pold1, CycE i Cdc6), en cors neonatals Caspasa 37

cors neonatals Caspasa 77 (figura 45).
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Figura 45: La manca de Caspasa 3 provoca una disminucié en I'expressio dels gens de cicle, pero
inferior a la que provoca la manca de totes dues caspases. A) Real Time de cors neonatals WT i cors
neonatals Caspasa 7 KO. n=3. B) Real time de cors neonatals WT i cors neonatals Caspasa 3 KO n=3.

*P<0.05 vs WT. C) western blot d’extractes totals de cors neonatals WT, Caspasa 3 KO i Caspasa 7 KO.

La manca de només Caspasa 7 no provoca alteracions en |'expressio dels gens
de cicle (figura 45A), sembla, doncs, que Caspasa 3 pot compensar la seva abséncia tot
i no trobar-se sobre-expressada (figura 45C). Els animals KO per Caspasa 3, en canvi,
tenen entre un 13 i un 18% menys d’expressié d’aquests gens (figura 45B). Aquests

resultats indiquen que la Caspasa 7 només pot compensar 'activitat de la Caspasa 3 en
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el compartiment on comparteixen localitzacié (citosol) perd no en el mitocondri, on la
Caspasa 3 és més abundant que la Caspasa 7. Aixi doncs, |'efecte observat en el DKO
deriva tant del mitocondri com del citosol, mitjangant vies independents.

Per a confirmar que els canvis en els nivells de mRNA es tradueixen en canvis
en la quantitat de proteina, hem analitzat per western blot en cors neonatals i joves
WT i DKO els nivells de proteina d’alguns dels gens alterats en els DKO (figura 46). Els
resultats dels western blots es corresponen amb els resultats de les Reals Time, els
gens alterats a nivell de mRNA en els DKO es troben alterats de la mateixa manera pel
que fa a proteina. Mef2a, que no presenta diferencies en els nivells de mRNA entre WT
i DKO, tampoc presenta diferencies a nivell de proteina, a més, es confirma un resultat
previament publicat pel nostre grup, i és que I'abundancia de proteina Mef2 en el cor
no es correspon amb els nivells del seu transcrit [32], la proteina augmenta mentre

gue el seu transcrit disminueix amb |'edat.
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Figura 46: els gens alterats a nivell de transcrit en els DKO també ho estan a nivell de proteina. A)
western blots d’extractes totals de proteina de cors de ratolins neonatals i joves WT i DKO. B) analisi

densitometric del western blot. *P<0.05.

L’estudi d’Abdul-Ghani et al. demostra que les caspases 3 i 8 participen en la
correcta diferenciacid dels cardiomiocits, ja que estan implicades en la inactivacio de la
via canonica de Wnt tot tallant B-catenina, de manera que els nivells d’aquesta
proteina en les cel-lules P19 tractades amb inhibidors de les caspases 3 i 8 sén més
elevats [149]. Per tal de comprovar si I'efecte que té lloc en el nostre model deficient
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en les caspases 3 i 7 en els cardiomiocits pot tenir relacio amb el de I'estudi publicat,
hem analitzat els nivells de B-catenina en les nostres mostres. Els nivells del transcrit
de B-catenina obtinguts dels estudis amb micro-arrays en els cors WT i DKO no
presenten diferencies en cap de les dues edats estudiades. Pel que fa als nivells de
proteina de B-catenina tampoc hi ha diferencies entre WT i DKO ni en I'edat neonatal
ni a 1 mes (figura 47). Aixd demostra que es tracta de mecanismes diferents i que la via
Whnt i en concret la B-catenina no estan implicades en el desenvolupament del fenotip
gue nosaltres observem i que es caracteritza per un problema en la proliferacid i no en

la diferenciacio dels cardiomiocits.
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Figura 47: els nivells de B-catenina es mantenen constants en els cors DKO. western blot amb extractes

totals de proteina de cors de ratolins neonatals i joves WT i DKO.

5.1- Els canvis genics que presenten els DKO no es deuen a la preséncia de Cre.

Tal com s’indica a la figura 32, hem creuat animals Cre+ amb animals Cre+ per
tal d’augmentar el nombre de descendéncia Caspasa 37 Caspasa 77 per tant, és
possible que alguns dels DKO siguin homozigots per Cre+. Per tal de descartar que els
canvis genics que hem observat en els animals DKO siguin una conseqiiéncia
secundaria d’una insercié erronia del Cre que hagi pogut truncar un gen que ho
desencadeni tot, hem analitzat en cors joves WT i cors Cre+ (descendents de
creuaments entre ratolins Cre+) els nivells de mRNA d’alguns dels gens més alterats en
els cors joves DKO (Ndrg4, Nppa, Tmem100, Myh1l i Fam107a) (figura 48). Els
resultats mostren com la presencia de Cre no afecta en I'expressié d’aquests gens, els
canvis observats sén, doncs, deguts a la manca de les caspases 3 i 7 en els

cardiomiocits.
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Figura 48: La preséncia de Cre no és la causa de les alteracions géniques dels DKO. Real time de cors
joves WT i cors Cre+ descendents de creuaments entre animals Cre+. n=3. Expressat en fold change vs

WT.

6- Contribucié de dues aproximacions proteomiques a la comprensid
dels canvis bioquimics observats en els cors deficients en caspases

executores.

6.1- L’estudi proteomic mitjangant gels bidimensionals i MS/MS indica
alteracions en les proteines de la via metabolica de produccié d’energia.

Per a completar la informacio que ens ha proporcionat I'estudi transcriptomic i
gue ens indica a grans trets que els cardiomiocits neonatals Caspasa 37" Caspasa 77
tenen alterats sobretot els gens de cicle cel-lular, mentre que els cardiomiocits joves
tenen sobretot una alteracié en els gens estructurals; en col-laboracié amb el servei de
genomica i proteomica de I'IRB Lleida hem portat a terme un estudi protedomic dels
cors d’animals joves (2 mesos). Aquest estudi s’ha fet mitjancant la comparacié de gels
bidimensionals amb extractes proteics totals de cor (n=5 per a cada genotip i cada
mostra per triplicat), on, després de la normalitzacié dels gels i I’'analisi de la intensitat
de tots i cadascun dels punts mitjancant el software PDQuest de Bio-Rad, hem pogut
detectar aproximadament 260 punts. D’aquests 260 s’han elegit els punts diferencials
entre els dos genotips que compleixen un o els dos requisits seglients: tenir un ratio
DKO/WT superior a 1.5 o inferior a 0.6 i/o ser estadisticament significatiu (P<0,05), els
punts elegits sén 16. Finalment, mitjangant MS/MS s’ha analitzat a quina proteina

correspon cadascun d’aquests 16 punts. La figura 49 mostra un exemple d’un gel
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bidimensional de cada genotip, aquestes imatges corresponen als gels abans de
normalitzar la intensitat dels punts, no es tracta d’intensitats del tot reals i, per tant,
les diferencies en la intensitat dels punts que es veuen poden no ser correctes. La
normalitzacid es fa mitjancant el mateix software i no permet generar noves imatges.
Els punts marcats en vermell sén els punts que, un cop havent normalitzat la intensitat
de tots els punts de tots els gels, compleixen un o els dos requisits abans nombrats i,

per tant, es poden considerar diferencials entre WT i DKO.
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Figura 49: exemple de gel bidimensional de cor jove WT i DKO. La primera dimensié s’ha fet amb una
tira de pH de rang lineal 3-10, la segona dimensiod és un SDS-PAGE al 10%. En vermell estan marcades les
proteines diferencials (p<0,05 i/o ratio DKO/WT superior a 1.5 o inferior a 0.6) en WT i DKO, aquests sén

els punts dels quals s’ha analitzat la identitat.

El resultat de I'analisi per MS/MS dels punts identificats es mostra a la taula 6.
Quan hem anat a buscar la funcié de cadascuna d’aquests proteines per a trobar com
poden estar implicades en el desenvolupament d’aquest fenotip, ens hem adonat que
la majoria de les proteines identificades i que, per tant, segons aquest estudi
proteomic s’expressen de manera diferent en els DKO quan comparat amb els WT,
formen part de la cadena respiratoria i les vies metaboliques mitocondrials d’obtencid
d’energia (figura 50). Aix0 ens ha fet pensar que potser el problema és una manca en
I'obtencié d’energia o bé, i de manera més important, una manca en la produccié
d’Acetil-CoA, un metabolit clau que participa en la formacid d’acids grassos,
aminoacids i glucosa, en el catabolisme dels glicids i acids grassos i també en els

processos d’acetilacié tot aportant el grup Acetil.
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Proteina Ratio DKO/WT P<0,05
Peroxiredoxin-2 (Prdx2) 1.51 NO
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3,mit (NDUFS3) 52 NO
Serum Albumin 2,44 si
Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mit (IVD) 43 NO
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit {(UQCRC1) 1.23 si
Acetyl-coenzyme A synthetase 2-like, mit (ACSS1/AceCS2) 0.56 s
Hemoglobin subunit beta-1 (HBB) 0.55 NO
Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit {SCAD) 0.72 Si
NADH dehydrogenase (ubiquinone) flaveprotein 1, mit (NDUFV1) 0.73 si
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mit (DLD) 0.75 si
Aspartate aminotransferase, cyt (AST/GOT) 0.75 s
Glutathione S-transferase Mu 1, cyt (GSTM1) 0.80 si
Superoxide dismutase, mit {(SOD) 0.74 NO

Taula 6: proteines diferencials entre cors WT i DKO de 2 mesos identificades mitjangcant MS/MS.
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Figura 50: Funcié de les proteines diferencials entre WT i DKO identificades per la comparacioé de gens
bidimensionals. Esquema de la cadena respiratoria i vies metaboliques d’obtencié d’energia, on es
troben la majoria de proteines identificades per MS/MS. En verd: sobre-expressades, en vermell:sota-

expressades en DKO.

6.1.1- Els cors Caspasa3'/' CaspasaT/' produeixen uns nivells d’Acetil-coA normals.
L'acetilacio (modificacid proteica que consisteix en I'adicié d’un grup acetil

proporcionat pel metabolit Acetil-coA) mitjancant la seva funcid reguladora en
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I'expressid génica esta implicada en la regulacié del cicle cel-lular, en concret en
I'acetilacié de les histones, necessaria per a la sintesi del DNA [310]. Aquesta
modificacio proteica depen de la disponibilitat d’Acetil-coA, els nivells del qual poden
variar segons les condicions metaboliques intracel-lulars i depén de la disponibilitat de
nutrients [329]. Un estudi en llevats correlaciona els nivells d’Acetil-coA amb els nivells
d’acetilacié de les histones i amb els nivells de proliferacié de les cel-lules, indicant que
la disponibilitat d’Acetil-coA pot regular el creixement de les cel-lules tot controlant
I'acetilacié de les histones [307].

Els nostres resultats demostren que els cardiomiocits deficients en Caspasa 3 i
Caspasa 7 tenen problemes de proliferacié, a més, I'estudi protedmic indica que
aquestes céel-lules tenen alterades diverses proteines de la via metabolica d’obtencio
d’energia i en concret les proteines Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase i
sobretot Acetyl-coenzyme A synthetase 2-like, implicades en la produccio d’Acetil-coA
a partir dels acids grassos i glucosa respectivament. En llum a aquests resultats i al fet
gue I’Acetil-coA pot tenir un paper en la regulacié del cicle cel-lular, hem mesurat els
nivells totals d’Acetil-coA en cors WT i DKO neonatals i joves (1 mes) (figura 51). Tant
els cors dels animals neonatals com els dels animals joves DKO expressen els mateixos

nivells d’Acetil-coA que els WT de la mateixa camada.
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Figura 51: La manca de caspases 3 i 7 no afecta els nivells de produccié d’Acetil-coA. Nivells d’Acetil-
coA expressats en nM/mg teixit en cors Wild-type i Casp?{/‘CaspT/‘ neonatals (A) i joves d’'un mes (B).
n=4.
Aguests resultats indiquen que el déficit en els enzims de produccié d’Acetil-

coA en els cors DKO que hem determinat mitjancant I'estudi protedmic no és

funcional, és a dir, que no és suficient per a significar un canvi en els nivells de
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produccié d’Acetil-coA, o bé que I'organisme és capag de contrarestar-lo per a produir
Acetil-coA a nivells normals. Per tant, en el nostre cas I'alteracio en la proliferacio que
presenten els cardiomiocits Caspasa 37" Caspasa 77 no es deu a una incorrecta

acetilacié limitada per una insuficient produccié d’Acetil-coA.

6.2- Analisi simultani del proteoma de cors neonatals, joves i adults de ratolins
WT i deficients en caspases 3 i 7 per marcatge isobaric per quantificacid
relativa i absoluta (iTRAQ).

Donada la gran quantitat i qualitat d’informacié que I'estudi transcriptomic
amb els arrays ens ha proporcionat, la informacié que hem obtingut de I'estudi
proteomic mitjancant gels bidimensionals és pobra degut a la limitacid que suposa la
tecnica per si, en el sentit que en cada gel només s’identifiquen entre 200 i 300
proteines d’entre les quals n’"hem pogut determinar sols 16 de diferencials. Degut al
nostre interés per a tenir la maxima informacié possible i poder comparar el
comportament dels diferents grups de gens a nivell transcripcional i a nivell proteomic,
hem decidit portar a terme un altre estudi proteomic diferent. Es tracta d’un estudi per
iTRAQ en col-laboracié amb el Servei de Proteomica del CNIC (Centro Nacional de
Investigaciones Cardiovasculares) de Madrid. Hem analitzat 4 edats per a cada genotip:
neonatal, 1 mes, 3 mesos i 8 mesos.

La taula 7 mostra les proteines més diferentment expressades entre els cors
WT i DKO neonatals, edat més important a estudiar donat que és quan les caspases
encara s’expressen i on els canvis proteics observats es deuen d’'una manera més o
menys directa a la manca de les caspases 3 i 7. La taula també inclou la funcié de les
proteines en qiestid, en cas que estigui descrita. Els valors estan expressats en forma
de fold change, presenten simbol negatiu i fons verd aquelles proteines més
abundants en els DKO i simbol positiu i fons vermell les proteines més abundants en

els cors neonatals WT.
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fold change
Serine protease inhibitor A3F (Serpin3) -7,13
Inhibidor de proteases
Testican-1 | -7.02
Interaccions cel-lula-c&l-lula i c&l-lula-matriu
Uncharacterized protein C5orfd6 homoelog | -7,01
Funcid desconeguda
tRNA wybutosine-synthesizing protein 1 | -6,52
Metiltransferasa, biosintesi de wybutosine
DmX-like protein 1 | 5,00
Funcig poc coneguda, processos de regulacid
E3 ubiquitin-protein ligase | 7,15
Desestabilitzacio residus N-terminal, mediacié degradacid
Uncharacterized protein CXorfd5 homolog | ad
Funcic desconeguda
Protein FAM178A | 7,49
Poc estudiat
Kinesin-like protein KIF1A | 7,62
Transport de orecursors axonals
CMP-sialic acid transporter | 10.80

Transport &cid sidlica l'aparell de Golgi

Taula 7: proteines més diferentment expressades entre cors WT i DKO neonatals. Els valors negatius i
en fons verd indiquen proteines més expressades en els DKO. Valors positius i en fons vermell indiquen

proteines més expressades en els WT.

Com s’ha comentat repetidament, els cors DKO pateixen una adaptacié amb
I'edat, que a més de comportar el desenvolupament d’una hipertrofia lleu té com a
consequencia un canvi en la tendencia de I'expressié de diversos gens. El mateix s’ha
observat amb I'estudi protedmic, ja que moltes proteines evolucionen de manera
diferent amb I'edat segons si es tracta d’'un cor WT o DKO. La taula 8 inclou les
proteines amb una diferencia més clara i significativa, mostra el canvi d’expressio de
cada edat (1 mes, 3 mesos i 8 mesos) en relacié a I'edat neonatal. Els valors de Zq
mesuren la distancia a la mitjana de la poblacié en unitats de desviacio estandard, de
manera que com més gran és el valor, major és el canvi. Valors de Zg negatius i en verd
indiquen que la proteina augmenta amb I'edat, els positius i en vermell indiquen que
disminueix amb I'edat.

El que demostra la taula 8 és que moltes proteines es comporten de manera
totalment contraria entre WT i DKO a mesura que els cors es fan adults, mentre que en
I’edat neonatal aquestes proteines no presenten diferencies. Aixd0 demostra i dona
forca a la idea del procés adaptatiu que sofreixen els cors DKO i la importancia a nivell

transcripcional i traduccional que aixd comporta.
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WT DKO

Zgq 1l m|2q 3 m|2q 8 m|mitjana |2q 1 m|Zq 3 m|Zq & m|mitjana |WT-DKO
NAD(P) transhydrogenase -3,60| -3,69| -2,36 -3,21 1,81 1,82 1,65 1,76 -4,97
Oxidoreductasa, transferencia de protons entre NAD{H] | NADP{+], produccio NADPH
Beta/gamma crystallin domain-containing prc‘tein| —3,94| —4,26| —3,54| -3,91| -1.42| D.SI| 2,DS| 0,38| -4,29
Interaccid selectiva i no-covalent amb carbohidrats
Polycystin-2 | -zes] -244] 308] 307 o026] 038] 077 02 3,29
Funciona corm a canal de calci permeable als cations
Glutaminyl-peptide cyclotransferase | -287] -2s1] -150] 23] 042 116] 082 073 Has
Responsable de la biosintesi de péptids de piroglutamyl
5-azacytidine-induced protein 1 | 28] 302] -216] 264 03] o0s58] o026 033 2,97
Té relacié amb les vies de cicle cel-lular, transicio G2/M
Collagen alpha-2(IX) chain | 175] 154] o28] 120 e[ 153 s 156 2,76
Component estructural de les fibres de colagen del cartilag
Rho GTPase-activating protein 26 | 130 121] o032] o9 -1ss] -1as] -230] 178 2,72
Participacio en lavia d'adhesio a la matriu extracel-lular
Tudor domain-containing protein & | 184 208] 152 18] -00s] 062 032 -0 2,07
Formarcic de cossos cromatids i per a l'expressio de miRNA precursors i madurs
Protein Urb2 | 10| oss] 633  o7e] -13s[ -noa] 140 -2 2,02
Biogenesi de ribosomes
Carboxypeptidase D | i8] 133] o0s] o8] 088l -n07] 15 116 2,01

Tall d'unions peptidiques en 'extrem C-terminal de peptids o proteines

Taula 8: Evolucié de les proteines més diferentment expressades entre WT i DKO amb el temps. Valors
de Zg negatius i en verd indiquen augment amb I'edat, positius i en vermell indiquen disminucié amb

I’edat.

1 Caspasa 77 presenten un augment en la

6.2.1- Els cors neonatals Caspasa 3
resposta inflamatoria i en I’expressio de Serpina3.

Com ja s’ha comentat, el fet que I'expressié de les caspases sigui silenciada
durant el desenvolupament i que la seva expressid comenci a caure de manera
important després del naixement fa que la comparacié proteomica en |’estadi neonatal
sigui la més important, ja que ddna informacid sobre les primeres proteines que es
troben alterades degut a la manca real de les caspases; les alteracions proteiques a
edats més avancades quan les caspases de manera natural ja no s’expressen poden ser
degudes molt possiblement a adaptacions.

La Alpha 1-antichymotrypsina (a1-ACT) és una proteina codificada pel gen
Serpina3, es tracta d’un inhibidor de proteases secretat pels hepatocits; a més, pero,
es troba en el nucli de les cel-lules on les seves funcions sén poc conegudes [318]. al-
ACT és, segons I'estudi per iTRAQ, la proteina més diferentment expressada entre els
cors WT i DKO neonatals, la qual es troba de manera molt més abundant en els DKO
(taula 7). Per tal de saber si el comportament del mRNA del gen Serpina3 és el mateix
gue el de la proteina, hem fet una real time en cors neonatals i joves de 1 mes WT i

DKO (figura 52).
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Figura 52: El gen Serpina3 es troba més expressat en els cors DKO que en els WT neonatals. Real time

de Serpina3 en cors WT i DKO neonatals i joves. *P<0.05. n=6.

Els resultats mostren com Serpina3 també es troba a nivell de mRNA molt més
expressada en els cors DKO que en els WT, demostrant una implicacio de les caspases
3 i 7 en la regulacio de la seva expressido. Un estudi recent demostra com la al-ACT
inhibeix la proliferacié dels hepatocits i com la seva sobre-expressidé comporta una
disminucié de PCNA i altres marcadors de proliferacié [318]. Aixi doncs, la Serpina3,
expressada més abundantment en els cors DKO, sembla estar implicada en la inhibicid
de la proliferacid, que és la principal conseqiiéncia que suposa la manca de les
caspases 3 i 7. Donada aquesta concordanca hem trobat interessant entrar més a fons
en l'estudi de la regulacid d’aquesta proteina. Les serpines es sintetitzen
principalment en el fetge [330] i la seva concentracié en el plasma augmenta en
resposta a la inflamacié [331]. En concret, els principals inductors de la transcripcié de
Serpina3 son la Oncostatina-M (OSM), la Interleuquina-1 (IL-1) i el factor de necrosi
tumoral alfa (TNF-a) [331].

Degut a que I'expressié de Serpina3 s’indueix en resposta a la inflamacid i que
les caspases, en concret Caspasa 1, que porta a terme el processament de la prolL- 1B
a IL-1B [123], i Caspasa 8, que participa en l'activacid de la via NF-kB [129], ja s’ha
descrit que es troben implicades en la resposta inflamatoria, hem cregut oportu

mesurar els nivells d’expressié de diferents citoquines en els cors neonatals WT i DKO.
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Per a aix0 hem portat a terme un array de citoquines, hem analitzat dues membranes
per a cada genotip i en cada membrana hi hem posat un pool de proteina de tres cors

neonatals (figura 53).

1=C5/C5a 3=IL-la 5=IL-27
2=TIMP-1  4=1L-23 6=SICAM-1
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IL-27 IL-23 IL-1a TIMP-1 C5/C5a SICAM-1

unitats arbitraries
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Figura 53: Els DKO presenten més expressio d’algunes citoquines que els WT. A) array de citoquines,
cada membrana inclou un pool de tres cors neonatals; cada citoquina esta per duplicat en la membrana.
Els punts blancs sén un control de carrega. En groc: punts diferencials entre WT i DKO. En vermell:

punts que no varien. B) densitometria dels punts diferencials entre WT i DKO. *P<0.05.

Els resultats mostren com els cors DKO tenen un augment important en
I'expressid d’algunes citoquines, en concret la IL-1a, responsable de la produccié
d’inflamacié aixi com de la febre i sepsis; el Component 5 del Complement (C5/C5a),
important en el procés inflamatori i processos de mort cel-lular; linhibidor
metallopeptidasa TIMP-1, inhibidor de la majoria de metalloproteases conegudes i
capag¢ de promoure proliferacid cel-lular; i la IL-23, metalloproteasa de matriu que
participa en I'angiogenesi. D’entre aquests resultats cal destacar el fet que I'estudi
protedmic per iTRAQ també apunta la IL-1a com una de les proteines diferencials i que
es troba més expressada en el DKO neonatal, confirmant I'augment en I'expressio

d’aquesta proteina i en la resposta inflamatoria. Aixi doncs en resum, aquests resultats
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apunten a que l'augment en |'expressio de Serpina3 que presenten els cors neonatals
DKO pot ser degut a un augment en I'expressié d’algunes citoquines i un augment, per
tant, en la resposta inflamatoria, causat per la manca de les caspases 3 i 7 en els

cardiomiocits.

7- Estudi in vitro de les funcions no apoptotiques de les caspases 3i 7 en

el miocardi.

7.1- La sobre-expressio de les caspases 3 i 7 en cardiomiocits neonatals

produeix un augment en I’expressio dels gens de cicle.

Havent comprovat que la manca de les caspases efectores 3 i 7 en els
cardiomiocits provoca una disminucid en el pes d’aquests cors, causada per un defecte
en la seva proliferacio que s’explica al seu torn per una disminucié en I'expressio dels
gens de cicle, hem transduit cardiomiocits neonatals de rata amb lentivirus de sobre-
expressid de Caspasa 3 i Caspasa 7 per tal d’analitzar si es reverteix I'efecte. Després
de comprovar que els lentivirus funcionen i s’aconsegueix una sobre-expressio
significativa tant de Caspasa 3 com de Caspasa 7 (figura 54C), hem analitzat els nivells
de mRNA mitjancant Real time d’alguns dels gens relacionats amb la proliferacié més
alterats en els cors DKO: PolD1, Cyck i Ndrg4. Per a descartar que els canvis en
I'expressidé dels gens es deuen a un efecte inespecific de la sobre-expressid, hem
analitzat també I'expressié de Mef2a, un gen no alterat segons els resultats dels arrays
d’expressié en els cors deficients en aquestes caspases. Donat que I'expressid dels
gens de cicle aixi com la proliferacio dels cardiomiocits cau durant el periode postnatal,
per tal d’esbrinar si I'efecte és diferent segons I'edat de les cel-lules, hem realitzat
I’experiment amb cardiomiocits neonatals de diferents edats, P1-P2 (figura 54A) i P4-
P5 (figura 54B).

En cardiomiocits P1-P2 la sobre-expressi6 de només Caspasa 3 o només
Caspasa 7 suposa un augment d’aproximadament un 10% en I'expressio de Ndrg4,
Pold1 i CycE. En els mateixos cardiomiocits, la doble sobre-expressid de Caspasa 3 i
Caspasa 7 comporta un augment del 18% en I'expressidé de Ndrg4, del 22% en Pold1 i

del 36% en CycE sobre els valors basals que encara es mantenen en aquesta edat, ja
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gue els miocits neonatals mantenen certa capacitat de proliferacié (figura 36). Donat
I'important increment en I'expressié de CycE, hem analitzat per western blot si aquest
augment en el mRNA es correspon amb un augment en els nivells de proteina (figura
54C-D), els resultats mostren que aixo és aixi, i que la sobre-expressio de Caspasa 3 i
Caspasa 7 en cardiomiocits P1-P2 comporta també un augment en els nivells de
proteina CycE. En cardiomiocits P4-P5, I'augment en I'expressié dels gens deguda a la
sobre-expressido de cadascuna de les caspases per separat es manté, sobre un 10%
d’augment en cada gen, mentre que lI'augment degut a la doble sobre-expressio no és
tan gran com en les cél-lules més joves, ja que és d’'un 13% per Ndrg4 i Pold1 i només
d’un 16% per CycE, en front al 36% dels cardiomiocits P1-P2. Pel que fa a Mef2a, la
sobre-expressid no comporta canvis en cap de les dues edats, confirmant els estudis
amb cors Caspasa 37 Caspasa 7'/', on Mef2a no es troba alterat.
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Figura 54: La sobre-expressio de les Caspases 3 i 7 suposa un augment en I’expressio dels gens de cicle.
Nivells de mRNA mesurats per Real Time en cardiomiocits sobre-expressors de Caspasa 3 i Caspasa 7
(C3C70v) P1-P2 (A) i P4-P5(B) *P<0.05, **P<0.01 n=3. C) western blots d’extractes totals de proteina de
cardiomiocits P1-P2 transduits amb lentivirus amb plasmid control o C3C7ov. D) analisi densitometric

del WB de CycE. *P<0.05, n=4.

Com s’ha comentat abans, un estudi forca recent demostra la implicacié de les

caspases 3 i 8 en la diferenciacié dels cardiomiocits tot mediant la degradacio de -
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catenina i consequent inactivacio de la via canonica de Wnt [149]. Els cardiomiocits P1-
P2 transduits amb lentivirus que sobre-expressen Caspasa 3 i Caspasa 7 no presenten
diferencies en els nivells de B-catenina quan es comparen amb els cardiomiocits
control (figura 54C), confirmant el resultat ja mostrat en els cors DKO (figura 47), que
tampoc presenten canvis en els nivells d’aquesta proteina ni en el seu transcrit,
demostrant que I'efecte i mecanisme d’accié i efecte observats en ambdds estudis no
son els mateixos.

D’una banda aquests resultats complementen els resultats observats en els cors
DKO, ja que I'efecte observat quan les caspases 3 i 7 se sobre-expressen és el contrari a
I'observat quan manquen, demostrant que aquestes caspases estan d’alguna manera
implicades en la regulacio de I'expressid d’aquests gens. D’altra banda, mostren que la
reactivacié de la maquinaria de cicle cel-lular es produeix més facilment quan més jove
és la cél-lula, logic si pensem que durant el periode postnatal dels cardiomiocits té lloc
el canvi de proliferacié a hiperplasia i la diferéncia de només 3 dies implica una baixada
important en la proliferacié i en els gens que la regulen [278-280], i possiblement és
més dificil reactivar-los.

Com mostra la figura 52, els cors DKO expressen més Serpina3 que els WT, en
concordanga amb l'estudi protedmic que mostra uns nivells superiors d’aquesta
proteina en els cors DKO. La real time per Serpina3 en cardiomiocits sobre-expressors
de Caspasa 3 i Caspasa 7 (figura 55) mostra com la sobre-expressié d’aquestes
caspases suposa una disminucid en I'expressid de Serpina3. Aquest resultat, a més,
demostra per primera vegada I'expressid de Serpina3 en els cardiomiocits i recolza el
resultat obtingut amb els cors totals, ja que déna forga al fet que I'expressié detectada
es deu als cardiomiocits, cel-lules més abundants del cor, i no a altres cel-lules

cardiaques no deficients en caspasa 3i7.
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Figura 55: La sobre-expressié de Caspasa 3 i 7 en cardiomiocits neonatals suposa una disminucié en
I’expressio de Serpina3. Real time de Serpina3 en cardiomiocits neonatals de rata control i transduits

amb lentivirus sobre-expressors de caspasa 3 i 7. ¥*P<0.05. n=4.

La caiguda en I'expressid dels gens implicats en la proliferacié en els cors DKO
(figura 42) és d’un 42% per Ndrg4, un 44% per Pold1 i casi un 50% per CycE, aquesta
caiguda és superior a I'augment d’expressid aconseguit en els cardiomiocits transduits
amb lentivirus sobre-expressors (figura 54A), el mateix passa amb Serpina3, ja que
mentre que els cors DKO n’expressen el doble que els WT, la caiguda en I'expressid
aconseguida en els cardiomiocits transduits amb lentivirus sobre-expressors és només
d’un 12%. Donat que Nkx2.5 s’expressa des de l'inici del desenvolupament [18], els
cors DKO han estat durant tot el periode embrional i neonatal deficients en les
caspases 3 i 7, mentre que els cardiomiocits neonatals han estat expressant nivells
normals de les caspases 3 i 7 fins que nosaltres els hem posat els lentivirus, aixo pot
estar indicant que l'augment en I'expressid no és proporcional a la disminucié perque
aquesta no es deu Unica i/o directament a la preséncia o no d’aquestes caspases en un
determinat moment, siné a tot un procés de desenvolupament mancat d’aquestes
caspases i I'alteracio de les vies que es veuen afectades per la seva funcid; falta, doncs,
alguna cosa en els cardiomiocits que sobre-expressen Caspasa 3 i Caspasa 7 que
permeti aconseguir els mateixos nivells d’augment que de disminucid en I'expressié

dels gens implicats en la proliferacio cel-lular.
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7.1.1- La sobre-expressi0 de Serpina3 en cardiomiocits neonatals influencia
I’expressio de gens de cicle.

Havent comprovat que I'augment en I'expressié de Serpina3 que presenten els
cors DKO es correlaciona amb una disminucié en I'expressid d’aquest gen en els
cardiomiocits neonatals que sobre-expressen les caspases 3 i 7 i que, per tant, les
diferéncies observades en els cors es deuen realment a alteracions en els
cardiomiocits, hem cregut convenient anar un pas més enlla en I'estudi de la funcio
d’aquest gen en el nostre model.

Per tal de comprovar si en els cardiomiocits, tal com passa amb els hepatocits
[318], Serpina3 esta implicada en la inhibicid de la proliferacié, hem sobre-expressat la
forma humana de Serpina3 en cardiomiocits neonatals (figura 56 A,B) i hem analitzat
mitjancant real time I'expressid de Poldl, Ndrg4 i CyckE, que presenten menys
expressio en els cors DKO, i de Mef2a, no alterat en el nostre model. Els resultats
indiquen com la sobre-expressio de Serpina3 en cardiomiocits neonatals comporta una
disminuciéo modesta pero significativa d’entre un 8 i un 10% dels gens implicats en la

proliferacié i regulacié del cicle cel-lular (figura 56 C).
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Figura 56: La sobre-expressié de Serpina3 en cardiomiocits neonatals implica una disminucié en
I'expressié de gens de cicle. A) nivells de mRNA de la forma de Serpina3 humana mesurats per Real
time en cardiomiocits P1-P2 transduits amb plasmid control i de sobre-expressio de Serpina3 humana
*P<0.05 n=3. B) western blots d’extractes totals de proteina de cardiomiocits. C) nivells de mRNA

mesurats per Real time en cardiomiocits P1-P2 control i sobre-expressors de Serpina3. *P<0.05, n=3.
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Aquests resultats coincideixen i donen forca al que hem anat mostrant. Es a dir,
la manca de Caspasa 3 i Caspasa 7 comporta el desenvolupament d’'una resposta
inflamatoria, que va associada a una induccié de I'expressio de gens, com per exemple
Serpina3, que tenen un paper en la inhibicié de la proliferacié. Tal i com es veu amb
I'efecte que comporta la sobre-expressié de Serpina3, que déna lloc a una lleugera
caiguda en I'expressioé dels gens de cicle, Serpina3 és un dels gens que participa en el
desenvolupament del fenotip que nosaltres observem pero no és I'Unic, altres gens i/o

altres vies hi estan també implicats.

7.2- Ni la sobre-expressio ni la manca de caspases en els cardiomiocits
comporten canvis en els nivells d’activitat caspasa.

Amb I'objectiu de saber si les alteracions en I'expressid dels gens de cicle, i
totes les conseqiiéncies i adaptacions que comporta, causades per la sobre-expressié o
delecié de les caspases en els cardiomiocits es deuen a una variacid en els nivells
d’activitat de les caspases, és a dir, es deuen a un increment o disminucié de la forma
activa de les caspases i per tant a variacions en la seva activitat tipica (tall de proteines)
o no, hem realitzat un assaig d’activitat caspasa DEVD.

Hem analitzat cardiomiocits control i cardiomiocits que sobre-expressen
Caspasa 3 i Caspasa 7 (C3C7ov), cors neonatals WT i cors neonatals DKO, i com a
control positiu hem utilitzat cél-lules HEK293T control i cel-lules HEK293T tractades
amb Staurosporina (STS), que és un inductor d’apoptosi i, per tant, comporta una
activacio de les caspases (figura 57).

El fort augment en l'activitat caspasa de les HEK293T tractades amb STS en
comparacio a l'activitat caspasa que presenten les mateixes cél-lules en condicions
normals indica que l'assaig s’ha portat a terme correctament i que és capag de
detectar variacions en |'activitat de les caspases efectores 3 i 7. Una altra prova que
demostra que I'assaig s’ha executat correctament és que els valors que presenten els
cardiomiocits i els cors total son equivalents, desitjable ja que son el mateix tipus de
cél-lules. Pel que fa als cardiomiocits C3C7ov, presenten només un 3% d’increment en
I'activitat caspasa respecte els cardiomiocits control; per la seva banda, els cors DKO
tenen només un 1% menys d’activitat que els cors WT de la mateixa camada; sense ser
en cap dels dos casos significatiu.
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Figura 57: El fenotip observat no es deu a alteracions en I’activitat caspasa. Assaig caspasa DEVD
d’extractes totals de cél-lules HEK293T control i tractades amb STS 12h, cardiomiocits transduits amb

lentivirus control i sobre-expressors de Caspasa 3 i 7 i cors neonatals WT i DKO. n=3.

Aguests resultats indiquen primer que la manca o sobre-expressido de les
caspases 3 i 7 per si sola no comporta canvis en els nivells d’activitat caspasa, siné que
fa falta una activacié d’aquestes; i segon, que els canvis en |'expressio génica i el
fenotip que observem tant en els cors mancats de caspases 3 i 7 com en els
cardiomiocits que sobre-expressen les mateixes caspases no es deuen a una alteracio
de I'activitat caspasa, sind que es deuen possiblement a I'excés o manca d’aquestes
caspases en la seva forma de pro-caspasa. No es pot descartar del tot, pero, que els
canvis en els nivells d’activitat caspasa siguin massa petits per a poder ser detectats
amb un assaig, pero suficients per a tallar una proteina diana clau que ho desencadeni

tot.

7.3- La funcié de les caspases 3 i 7 és independent de la seva activitat
catalitica.

Per tal de determinar si la funcié que porten a terme les caspases 3 i 7 en el
desenvolupament cardiac, i que hem verificat in vitro amb cultius de cardiomiocits, es
deu a l'activitat proteolitica d’aquestes, o bé, com sembla indicar I'assaig d’activitat
caspasa, és independent de |'activitat enzimatica i es deu a la seva activitat en forma
de pro-caspasa, hem fet una mutacid en el centre catalitic de les caspases 3 i 7
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canviant la cisteina (Cys) del centre actiu per una serina (Ser), i ho hem verificat per
seqlienciacio (figura 58A, B). El que hem fet amb aquestes caspases mutades és sobre-
expressar-les en cardiomiocits neonatals de rata P2, en paral-lel a la sobre-expressié de
les caspases en la seva forma natural. Per mitja de western blot hem determinat que
les caspases mutades se sobre-expressen correctament assolint uns nivells d’expressié
comparables als que s’assoleixen amb la sobre-expressié de les caspases en la seva

forma natural, de manera que els resultats sén comparables (figura 58C).

[  Caspasa3TcG=Cys B Cespasa7TCG=cys
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Figura 58: La funcid de les caspases 3 i 7 és independent de la seva activitat proteolitica. A) seqiiencia
gue demostra la mutacié del centre actiu de Caspasa 3. B) seqliencia que demostra la mutacio del
centre actiu de Caspasa 7. C) western blots d’extractes totals de proteina de cardiomiocits P1-P2

transduits amb lentivirus amb plasmid control, plasmids sobre-expressors de Caspasa 3 i Caspasa 7

(C3C70v) o plasmids sobre-expressors de Caspasa 3 i Caspasa 7 mutades (C3C7mut). D) Nivells de mRNA

mesurats per Real Time en cardiomiocits P1-P2 sobre-expressors de Caspasa 3 i Caspasa 7 (C3C7o0v) o

Caspasa 3 i Caspasa 7 mutades (C3C7mut). ¥P<0.05, **P<0.01 n=3.
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Mitjancant real time hem analitzat els nivells d’expressid d’alguns dels gens de
cicle alterats degut a la manca de les caspases 3 i 7, aixi com de Mef2a, que no varia en
els DKO, i Serpina3, importantment sobre-expressada en els cors DKO (figura 58D). Els
resultats indiguen com la sobre-expressid de les caspases amb el centre catalitic mutat
té el mateix efecte en I'expressid dels gens analitzats que la sobre-expressid de les
caspases en la seva forma natural. Aixi doncs, es produeix un augment
d’aproximadament el 15-20% en I'expressié de Ndrg4 i PolD1 i del 30% en CyckE. Pel
qgue fa a l'expressi6 de Mef2a no es veu alterada, i la de Serpina3 disminueix
aproximadament un 13% degut a la sobre-expressié tant de les caspases 3i 7 en la
seva forma natural com en la seva forma mutada.

En conclusio, aquests resultats indiquen que la funcié no apoptotica que hem
descrit i que porten a terme les caspases 3 i 7 en el teixit cardiac és independent de la
seva activitat enzimatica, de manera que depen de la seva forma sencera com a pro-

caspasa i no és necessaria cap activacio d’aquesta.
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1- El fenotip cardiac que suposa la manca global de les caspases 3i 7 no
esta causat directament per la manca d’aquestes caspases en els

cardiomiocits.

L'apoptosi és un procés de mort cel-lular programada sense resposta
inflamatoria [47] les principals responsables de I'execucidé de la qual sén les caspases,
unes proteases que un cop activades mitjancant I’alliberacié del seu prodomini actuen
tallant els seus substrats [49, 53]. L'apoptosi i en concret les caspases son essencials
per al desenvolupament, tal com demostra per exemple I'estudi de Kuida et al. on els
ratolins deficients en Caspasa 3 moren després del naixement degut a una hiperplasia
en el cervell [110]. A més de ser les responsables d’executar I'apoptosi, les caspases i
altres membres apoptotics sén importants per les funcions no apoptotiques que
porten a terme, entre les quals trobem les funcions en el desenvolupament cardiac
[117, 187, 191, 194]; a més, hi ha forca tendéencia a considerar que la diferenciacié és
un procés especific de cada teixit, perd cada cop més estudis demostren que aquesta
pot dependre de I'activitat d’'una via de senyalitzacid o proteina comuna, un factor
gue sembla forga conservat en la induccié de la diferenciacié és la Caspasa 3 [332],
implicada per exemple en la diferenciacié dels mioblasts C2C12 mitjangant I'activacié
de la DNAsa CAD, que al seu torn indueix els talls al DNA necessaris per a promoure la
diferenciacié d’aquestes cél-lules [147].

La manca global de les caspases executores 3 i 7 comporta una mort prematura
durant els primers dies de vida, deguda principalment a un fenotip cardiac molt
important caracteritzat per una dilataciéo de les auricules i una mala organitzacio i
compactacio de la musculatura ventricular [194]. Al tractar-se, pero, d’un Doble Knock
Out global, no es pot determinar si les caspases 3 i 7 participen directament en
I’'execucido d’aquest fenotip o bé si és una conseqiiéncia de la manca d’aquestes
caspases a un altre teixit o tipus cel-lular. Aqui és on entra la importancia dels Knock
Out especifics de teixit i del nostre estudi. Nkx2.5 és un gen cardiac que comenca a
expressar-se a partir de E7.5 i que manté la seva expressidé durant tot el
desenvolupament i el cor adult [18], aix0 fa que sigui el millor candidat per a controlar

I’expressié de Cre en un Knock Out cardio-especific i que hagi estat el nostre elegit per

151



Discussio

a generar una soca deficient en Caspasa 3 i Caspasa 7 Unicament en els cardiomiocits
(DKOQ). El nostre estudi demostra com la manca de les caspases 3 i 7 especificament en
els cardiomiocits no suposa un problema de viabilitat, com si que ho és la seva manca
global [194], els ratolins neixen en les proporcions esperades i arriben a estadis adults
amb normalitat. Importantment, els ratolins del nostre estudi no presenten el mateix
fenotip cardiac que els ratolins de I'estudi de Lakhani et al., estudis histologics revelen
una morfologia cardiaca normal, en particular a l'inici de la vida postnatal, demostrant
gue el desenvolupament cardiac anormal del cor dels ratolins amb la delecié global de
les caspases 3i 7 no es deu a la manca especifica d’aquestes caspases al miocardi, siné
gue es tracta d’'una conseqiéncia secundaria a la manca d’aquestes proteases en un
altre tipus cel-lular o teixit; aquest fet no és Unic, sind que a més, és similar al cas de la
Caspasa 8, ja que mitjangant el cultiu d’embrions sencers deficients en Caspasa 8 [116]
es reverteix el desenvolupament cardiac anormal que presenten els ratolins amb una
manca global d’aquest gen [117], indicant que la manca de Caspasa 8 no esta
directament involucrada en el desenvolupament d’aquest fenotip cardiac i que aquest

es deu a les malformacions causades per la manca de Caspasa 8 a la placenta [116].

2-Les caspases participen en la regulacié post-transcripcional de PTB, i

per tant, en la diferenciacié del muscul cardiac.

La Polypyrimidine tract binding protein (PTB) és una proteina d’interaccio al
RNA coneguda sobretot per la seva funcid en la regulacié del splicing alternatiu de
diversos transcrits, incloent els que codifiquen per proteines del sarcomer [33, 34], a
més, participa en la traduccié de proteines apoptotiques durant la diferenciacio dels
cardiomiocits [35]; suggerint una contribucié important de PTB en el control post-
transcripcional durant la diferenciacié muscular. Tot i la seva importancia, el
coneixement sobre la regulacidé de les vies de senyalitzacid que controlen I'expressio
de PTB en les cél-lules musculars és limitat i deriva sobretot d’estudis en Ila linia
cel-lular de mioblasts C2C12 [333]. Estudis del nostre grup demostren que PTB esta
regulada post-transcripcionalment, ja que mentre que els nivells de proteina

disminueixen durant el desenvolupament cardiac, els nivells de mRNA es mantenen
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[35, 334]. Un treball amb linies cel-lulars mostra com les caspases estan implicades en
el tall de PTB [323], indicant un possible rol de les caspases en aquesta regulacidé post-
transcripcional. Els nostres resultats in vivo amb ratolins deficients en Caspasa 3 i
Caspasa 7 en el miocardi mostren com la manca d’aquestes caspases executores
suposa un augment en els nivells de proteina de PTB, mentre que el seu transcrit es
manté constant, demostrant la funcié de les caspases en la regulacié post-
transcripcional de PTB i suggerint una implicacié de les caspases en el control del
splicing dependent de PTB que es porta a terme durant el periode embrional del
desenvolupament cardiac.

Els factors de transcripciéd Myocyte-enhancer factor-2 (Mef2) estan implicats en
la diferenciacié de les cel-lules musculars [24], i en concret, sén necessaris per a la
diferenciacié i creixement dels cardiomiocits [25]. La manca de Mef2a i Mef2c suposa
alteracions greus en la morfologia cardiaca [26, 29], mentre que Mef2d esta implicat
en la resposta del miocardi adult a I'estres [30]. L'exd B és un exd dels gens Mef2 que
els converteix en una variant transcripcionalment més forta [335] i que la seva inclusio
augmenta amb la diferenciacié [28]. Resultats previs del nostre grup demostren que
PTB participa en el splicing alternatiu dels gens Mef2, tot evitant la inclusié d’aquest
ex0 i potenciant la forma de Mef2 més embridnica [32]. Aquest treball mostra com la
manca de les caspases 3 i 7 en els cardiomiocits in vivo suposa una reduccioé en la
inclusio de I'exd B en els transcrits de Mef2a i Mef2d i un augment en I'expressié de la
seva forma embridnica, en concordanca amb el fet que I'abséncia de caspases suposa
un augment en I'abundancia de PTB. En resum, els resultats d’aquest estudi demostren
que les caspases regulen post-transcripcionalment I'abundancia de PTB in vivo, la
reduccio de I'expressié del qual permet la inclusié de I’exd B en els transcrits de Mef2a
i Mef2d, donant lloc a una forma madura i més activa dels transcrits; i per tant, indica
un rol de les caspases, independent de I'apoptosi, en la diferenciacid del muscul

cardiac.
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3-Els cors sense Caspasa 3 i Caspasa 7 tenen menys cardiomiocits i

compensen aquest déficit desenvolupant hipertrofia.

Les caspases, tal com mostrem en l'inici d’aquest estudi i com mostren també
altres estudis ja publicats [95, 97-99], son silenciades durant el desenvolupament en el
teixit cardiac, aixo significa que la funcié que porten a terme en els cardiomiocits té
lloc durant els estadis embrionals o neonatals, quan les caspases encara s’expressen;
en conseqiliéncia, qualsevol fenotip cardiac que presenti un ratoli KO per qualsevol
caspasa deriva de la manca de dit gen durant l'inici del desenvolupament, ja que en
estadis adults es podria considerar que els animals WT son “KO naturals” per les
caspases.

El nostre estudi mostra que els cors dels ratolins neonatals DKO sén més petits
que els WT degut a un inferior nombre de cardiomiocits, justificat per una disminucio
en la proliferacié, com mostra I'inferior percentatge de cél-lules positives per PCNA en
aquests cors i la disminucié en I'expressid de gens implicats en els processos de
replicacié del DNA i divisid cel-lular; implicant, doncs, una funcid d’aquestes caspases
en la proliferacié dels cardiomiocits. El nostre estudi, a més, mostra com els cors adults
tenen practicament un 50% més de cardiomiocits que els cors neonatals, aix0 va en
contra del dogma de I'aturada de la proliferacio just després del naixement [8, 9, 280],
pero un estudi recent va en linea dels nostres resultats, ja que demostra com a P15 es
produeix un pic de proliferacid que augmenta practicament en un 40% el nombre de
cardiomiocits, i que determina el nombre final de cardiomiodcits en el cor adult [336].

L’efecte observat en els DKO és semblant al de I'estudi d’Abdul-Ghani et al. en
el sentit que la inhibici6 de Caspasa 3 o de Caspasa 8 en cors embrionals en
desenvolupament comporta una disminucié en el nombre de cardiomiocits
diferenciats [149]; aquest estudi demostra que la via no-canodnica de Wnt promou la
diferenciacié dels cardiomiocits suprimint la via canonica tot tallant B-catenina
mitjangant I'activacio de la via extrinseca d’apoptosi. Els nivells de B-catenina dels
nostres cors neonatals i joves deficients en Caspasa 3 i Caspasa 7 no mostren
diferencies respecte els dels cors WT, en concordanca amb els nostres resultats in vitro

amb cardiomiocits neonatals transduits amb lentivirus que sobre-expressen Caspasa 3
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i Caspasa 7, gue tampoc mostren diferencies en els nivells d’aquesta proteina quan sén
comparats amb els dels cardiomiocits control. Per contra, els nivells de B-catenina en
les cel-lules P19 de I'estudi d’Abdul-Ghani et al. tractades amb inhibidors de les
Caspases 3 0 8 sén més elevats [149], demostrant que el fenomen observat no és el
mateix. D’'una banda l'estudi d’Abdul-Ghani mostra com Caspasa 8 i Caspasa 3 sén
necessaries per a la diferenciacio dels cardiomiocits perque intervenen en el procés de
la inactivacid de B-catenina, lI'excés de la qual suposa una disminucié en la
diferenciacié i, per tant, en el nombre de cardiomiocits totalment diferenciats que
formaran el cor, sense demostracio evident de canvis reals en el nombre de cél-lules i
per tant, en la proliferacid [149]. D’altra banda, el nostre estudi demostra com la
manca de les caspases executores 3 i 7 suposa la formacié d’un cor més petit degut a
un inferior nombre de cardiomiocits, implicant doncs, un rol de les caspases 3i 7 en la
proliferacié dels cardiomiocits, i no, a priori, en la completa diferenciacié d’aquests.

A mesura que els ratolins del nostre treball es fan adults, les diferéncies en el
pes dels cors entre DKO i WT s’eliminen, aixo0 és degut a la hipertrofia que
desenvolupen els cardiomiocits DKO, en animals joves només els del septe i en els
adults també els del ventricle esquerre. La disminucié en el nombre de cardiomiocits, i
inferior mida del cor, causada per la manca de Caspasa 3 i Caspasa 7, és compensada
per un augment en la mida d’aquests, que acaba donant lloc a un cor adult amb les
mateixes dimensions que el WT. El que es produeix, doncs, és una hipertrofia
adaptativa per fer front al deficit de cardiomiocits i que no es pot considerar
directament relacionada amb I'activitat caspasa ja que succeeix a edats en que les
caspases han desaparegut al cor normal. Aquesta forma d’hipertrofia que
desenvolupen no suposa canvis en la funcié cardiaca dels animals DKO ni en la seva
resposta a l'inductor hipertrofic isoproterenol, que després de 7 dies d’administracié
provoca el mateix grau d’hipertrofia en cors WT i DKO, i els valors coincideixen amb els
dels estudis publicats utilitzant les mateixes condicions [30]. Per contra, un estudi amb
cardiomiocits primaris neonatals in vitro demostra com el tractament amb agonistes
hipertrofics comporta una activacié de les caspases 3 i 9, la inhibiciéd de les quals
mitjancant inhibidors quimics (z-DEVD-fmk per Caspasa 3 i z-LEHD-fmk per Caspasa 9)
suposa una mida més petita de les cel-lules quan sén tractades amb el mateix agonista

en comparacié a les cel-lules control [148]. El mateix estudi demostra com la sobre-

155



Discussio

expressio de p35, una proteina potencialment inhibidora de les caspases [176], en cors
tractats amb inductors d’hipertrofia comporta una disminucid en el grau d’hipertrofia
desenvolupat i en els nivells d’expressié del marcador prohipertrofic NPPA [148], cal
tenir en compte, pero, que és probable que p35 porti a terme altres funcions a més de
la inhibicié de les caspases i 'efecte observat no es degui Unicament a la inhibicié de
les caspases. Els nostres resultats, per contra, demostren que la manca de les caspases
3 i 7 des de les primeres fases de la cardiogenesi, assegurada pel control de la
recombinasa Cre pel promotor del gen cardiogenic Nkx-2.5, comporta el
desenvolupament d’una hipertrofia adaptativa en els cors adults, acompanyat d’un
augment important en I'expressio de NPPA, que a més de ser un marcador hipertrofic,
diversos estudis I'identifiquen com un marcador de la fallada cardiaca, que pot ser
causada, entre d’altres, per una cardiomiopatia hipertrofica, hipertensié o
cardiomiopatia dilatada [337]. En el nostre estudi, la hipertrofia que desenvolupen els
cors DKO no és una conseqliéncia directa de la manca de les caspases, sind que es
produeix segurament en resposta a l'inferior nombre de cel-lules i per a poder portar a
terme la funcié cardiaca de manera normal, a més, la hipertrofia comenca a
desenvolupar-se quan el ratoli és jove i, com mostrem, ja no expressa de manera
natural les caspases, confirmant que no hi ha vincle directe entre les caspases i la
hipertrofia i que ve de fets que s’han desencadenat abans. Per contra, en I'estudi de
Putinski et al. la inhibicié de les caspases si que afecta directament la resposta als
inductors hipertrofics, pero el fet de treballar amb inhibidors suposa una diferencia
respecte el nostre estudi, ja que el miocardi dels cors DKO no ha expressat mai les
caspases 3 i 7 i la seva manca ha alterat vies de senyalitzacio i processos que el
tractament amb inhibidors no pot imitar.

Estudis anteriors amb altres tipus cel-lulars ja havien demostrat la implicacié de
la Caspasa 3 en la proliferacid, tot i que existeix certa discrepancia sobre si la funcio és
inhibidora o estimuladora de la proliferacié. Aixi doncs, per exemple mentre que un
estudi amb cel-lules limfoides demostra que la Caspasa 3 és necessaria per a la
proliferacié mitjangant el tall que fa de p27 [134], un altre amb cel-lules B defensa que
la Caspasa 3 actua com a regulador negatiu de la proliferacié [131]. El que esta clar,

pero, i la gran quantitat d’estudis publicats sobre el tema ho demostra, és que les
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caspases porten a terme un ampli ventall de funcions que no tenen relacié amb

I’'apoptosi, i que en molts casos sén funcions especifiques de teixit o tipus cel-lular.

4-Els estudis transcriptomics i proteomics evidencien alteracions en
I'expressié de gens implicats en la proliferacié cel-lular en neonatals,
probablement degut a I’activaciéo de processos inflamatoris en els cors

deficients en caspases executores.

Els nostres resultats demostren que el problema en la proliferacié que
presenten els cardiomiocits mancats de les caspases 3 i 7 esta associat a una caiguda
en I'expressio dels gens implicats en la replicacid del DNA i en processos de regulacio i
progressio del cicle cel-lular, tals com la CycE, Cdc6 o PolD1, més evident en els animals
neonatals que en els adults, degut a que aquests gens durant el desenvolupament dels
cardiomiocits sén silenciats postnatalment perquée s’atura la seva proliferacié [278-
280]. La manca en el peix zebra de Ndrg4, un gen que s’expressa Unicament en el
sistema nervids central i teixit cardiac, suposa una reduccié en la proliferacid dels
cardiomiocits i resulta en un mal desenvolupament cardiac [327], I'expressio d’aquest
gen també es troba molt disminuida en els cors DKO, suggerint la seva implicacio en la
proliferacié dels cardiomiocits. Fam107a, un inhibidor de cicle cel-lular, s’ha trobat, a
més, implicat en la resposta a I'estrés en el cervell [338]; en el nostre model, aquest
gen es troba sobre-expressat en els cors adults DKO, demostrant possiblement I'estres
al que es troben sotmesos per a poder desenvolupar la funcié cardiaca amb menys
cel-lules.

El nostre treball mostra com I'expressio de gens de diversos grups funcionals
presenta una tendéncia diferent segons el genotip. Aixi doncs, com s’ha comentat, els
gens de progressio del cicle cel-lular i gens implicats en la replicacid, recombinaci6 i
reparacid del DNA es troben menys expressats en els cors DKO neonatals, en resposta
directa a la manca de les caspases efectores 3 i 7. Per contra, els gens d’inhibicio de
cicle cel-lular es troben més expressats en els DKO joves, confirmant un alentiment del
cicle i una inferior proliferacié. Els gens del sarcomer i estructurals es troben

importantment menys expressats en els DKO, mostrant un canvi adaptatiu important
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en els cors DKO que es desenvolupa amb l'edat per tal de fer front al nombre
insuficient de cardiomiocits i que va associat al desenvolupament de la hipertrofia. El
fet que en animals neonatals I'expressid d’aquests gens sigui similar en els dos
genotips mostra com no és una conseqiéncia directa de la manca de caspases sind
que és un efecte secundari adaptatiu que es desenvolupa degut al déficit en la
proliferacié causat per la manca de les caspases 3 i 7. L'expressid més elevada en els
cors joves DKO de gens implicats en el desenvolupament i formacié cardiaca, com
Hand2 i Gata5, la funcio dels quals és essencial durant el periode embrional [23, 41],
déna forca a la idea que els cors DKO es troben sotmesos a un procés d’adaptacié que
comporta una alteracié en I'expressié de gens implicats en el desenvolupament, aixi
com gens estructurals; adaptacié que acaba donant lloc a un cor hipertrofic capag
d’assolir les dimensions normals que li corresponen i funcionar correctament.

En el nostre estudi, la manca d’'una de les dues caspases genera efectes
diferents en funcié de quina sigui la caspasa absent. Aixd demostra primer que totes
dues caspases son responsables del fenotip que observem en els ratolins DKO. D’altra
banda, observem que Caspasa 3 pot compensar la manca de Caspasa 7, tal com
I’estudi del KO global de Caspasa 7 havia demostrat [194]; per contra, en el nostre
model Caspasa 7 només és capac¢ de compensar part de la funcié de Caspasa 3, mentre
gue un estudi demostra que, en el cervell dels ratolins C57/BL6, Caspasa 7 és capag de
portar a terme completament la funcié apoptotica de Caspasa 3 [115]. Una possibilitat
és que donada la diferent expressié subcel-lular que tenen les dues caspases [322] i
gue també hem observat nosaltres, Caspasa 7 només és capac de suplir la funcié de la
part de Caspasa 3 al citosol, on comparteixen localitzacid, mentre que és incapag de
suplir la funcid de la Caspasa 3 mitocondrial, on la 7 practicament no esta expressada.

L’estudi proteomic per iTRAQ que hem portat a terme ens ha permes identificar
guines son les proteines expressades més diferentment entre els cors WT i DKO
neonatals, edat més important a analitzar donat que és quan les caspases encara
s’expressen de forma natural. La proteina amb més canvi en I'expressié és al-ACT,
codificada pel gen Serpina3 [339]. Es tracta d’'una proteina tipicament extracel-lular,
gue s’ha descrit que és produida i secretada a la circulacié pel fetge en resposta a la
inflamacid, on inhibeix proteases derivades dels leucocits per tal de limitar el dany

tissular [339]. Tot i aix0, s’Tha demostrat in vitro que té capacitat per unir-se al DNA i
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s’ha detectat en el nucli de cel-lules de mamifers, on la seva funcié és forca
desconeguda [340, 341]. Un estudi molt recent amb hepatocits demostra com al-ACT
esta implicada en la proliferacié cel-lular, ja que la seva sobre-expressié comporta una
disminucio en la proliferacid, evidenciada per una disminucié en I'expressié de CycD i
en el marcatge de PCNA i Ki-67 [318]. Aquest estudi, doncs, concorda amb els nostres
resultats, on els cardiomiocits DKO, amb un defecte de proliferacid, expressen més al-
ACT, que és un inhibidor de la proliferacié en el fetge [318]. A més, el nostre treball in
vitro amb cardiomiocits neonatals sobre-expressors de Serpina3 demostra com
aquesta esta implicada en la inhibicié de la proliferacié en aquest tipus cel-lular, tot i
no ser la Unica responsable del fenotip presentat en aquest treball. Els nivells de mRNA
de Serpina3 en els cors DKO també son més abundants que en els WT, indicant que no
es produeix cap regulacio post-transcripcional per part de les caspases, siné que ja es
troba alterada la seva transcripcid. El treball amb cardiomiocits in vitro, a més de
confirmar el paper de les caspases en la regulacié de la seva expressio, aporta
informacid nova sobre la localitzacid de Serpina3, ja que demostra la seva preséncia en
els cardiomiocits. A més a més, Serpina3 ha estat identificada, igual que NPPA, per
diversos estudis com un marcador de fallada cardiaca, associada amb diverses
alteracions moleculars i cel-lulars, com I’estrés oxidatiu o una senyalitzacié anormal de
les citoquines [337].

Com s’ha comentat, I'expressié de Serpina3 s’indueix en resposta a la
inflamacid, en concret, s’ha publicat que sobretot respon a IL-1, OSM i TNF-a [331]. Els
nostres resultats proteomics i de I'array de citoquines demostren com la IL-1a, una de
les principals mediadores de la resposta inflamatoria [342], i que en els fibroblasts
cardiacs estimula I'expressio d’altres citoquines proinflamatories [343], esta forca més
expressada en els cors DKO neonatals que en els WT; C5/C5a és una altra de les
proteines que es troba expressada de forma més abundant en els cors DKO neonatals,
amb una funcié important en la mediacié de la resposta inflamatoria, altres patologies
com la resposta a la isquemia-reperfusié [344], i I'abséncia de la qual suposa una
predisposicido a una disfuncié cardiaca [345]. Aquesta alteracidé en I'expressié de les
citoquines que presenten els cors neonatals DKO en resposta a la manca de les
caspases 3 i 7 podria estar induint I'expressio de proteines amb efectes anti-

proliferatius, com és el cas de al-ACT. A més, la implicacié de les caspases en la
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resposta inflamatoria no és nova, ja que hi ha for¢a estudis que demostren com per
exemple Caspasa 1 o Caspasa 8 participen en la seva activacio [123-125, 128, 129].

A més d’aportar informacid sobre quines sén les proteines I'expressid de les
guals varia més entre els cors neonatals WT i DKO, l'estudi proteomic per iTRAQ
demostra que els cors DKO i WT presenten una tendeéencia diferent en I'expressio de
diverses proteines, és a dir, mentre que una proteina augmenta clarament amb I'edat
en el WT, en el DKO disminueix, i viceversa. Aquest és el cas de la NAD(P)
transhidrogenasa, una proteina que s’expressa de manera similar en I'’edat neonatal en
els dos genotips, pero que la seva expressié augmenta clarament amb I'edat en el cor
WT mentre que en el DKO disminueix. De manera important, en concordanca amb els
nostres resultats que demostren el desenvolupament d’una hipertrofia adaptativa amb
I’edat en els cors DKO, un estudi demostra com la NAD(P) transhidrogenasa s’inactiva
en resposta a un desenvolupament hipertrofic [346]. Un altre estudi va més enlla i
demostra com la disminucié en I'expressi6 de NAD(P) a més de tractar-se d’un
marcador d’hipertrofia és un marcador d’estres oxidatiu, res estrany tenint en compte
gue aquesta proteina és una reguladora de I'estat redox i I’energia mitocondrial [347].
Aquest estudi, juntament amb I'estudi de Dai et al. que mostra com |'estrés oxidatiu
causat per l'acumulaci6 de ROS mitocondrial participa en el desenvolupament
hipertrofic [348], indica que possiblement valdria la pena estudiar si en el nostre
model el desenvolupament de la hipertrofia va acompanyat d’una alteracié en la
produccié de ROS.

El treball in vitro amb cardiomiocits neonatals de rata ens ha ajudat a confirmar
els resultats observats in vivo, ja que la sobre-expressié de les caspases 3 i 7 en els
cardiomiocits produeix I'efecte contrari a la seva manca en els cors neonatals, un
augment en I'expressié dels gens de cicle. Mitjangant la mutacio del centre catalitic de
les caspases i, per tant, eliminant la seva activitat proteolitica, hem pogut anar més
enlla en I'estudi del mecanisme molecular mitjancant el qual les caspases participen en
la proliferacié i comporten el fenotip observat. Els nostres resultats demostren com
I’efecte en I'expressio dels gens implicats en la regulacié del cicle cel-lular causat per la
sobre-expressio de les caspases amb el centre catalitic mutat és el mateix que el que
comporta la sobre-expressio de les caspases 3 i 7 en la seva forma natural, demostrant

gue aquesta funcié no apoptotica de les caspases 3 i 7 en el desenvolupament cardiac
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és independent de la seva activitat proteolitica i depén de la seva activitat en forma
pro-caspasa.

Les interaccions entre dominis de proteina-proteina juguen un paper important
en moltes vies de transduccié de senyals intracel-lulars [349]. D’entre els principals
dominis d’interaccié proteina-proteina es troben el motiu CARD (Caspase-Activation
Recruitment Domain), present per exemple en el prodomini de les caspases 1i 2, i el
motiu DED (Death Effector Domain), present en el prodomini de les caspases 8 i 10
[55]. Cada cop més estudis demostren la importancia de les caspases en processos més
enlla de la mort cel-lular; ara alguns estudis comencen a descriure mecanismes iniciats
per les caspases independentment de la seva activitat proteolitica. Es el cas de Caspasa
1, que a més d’activar la IL-1B mitjangant el tall proteolitic de la seva forma inactiva
pro-IL-1B [123, 124] s’ha trobat que és capag¢ d’activar la via NF-kB i p38 MAPK
independentment de la seva activitat enzimatica [350]. El mateix s’ha descrit per la
Caspasa 2, capa¢ d’activar la via NF-kB independentment de la seva activitat
enzimatica i gracies al domini CARD N-terminal [351]. En la mateixa linia, la Caspasa 8 i
la Caspasa 10, dues caspases tipicament iniciadores de |'apoptosi, sén capaces
d’interaccionar amb multiples proteines involucrades en l'activacié de la via NF-kB
gracies als seus dominis DED i independentment de la seva funcid proteolitica [352,
353]. En resum, el que aquests estudis demostren és que les caspases de prodomini
llarg, amb dominis CARD o DED, sén capaces de portar a terme funcions més enlla de
la seva activitat enzimatica gracies a la interaccié proteina-proteina dels seus dominis.
Les caspases 3 i 7, per contra, sén dues caspases de prodomini curt, el qual no inclou
cap domini CARD o DED [55] i, per tant, la funcid no apoptotica que nosaltres
observem i que sembla independent de I'activitat enzimatica, no pot explicar-se pel
mateix principi que les funcions de per exemple Caspasa 8 o Caspasa 1. Molt
recentment, pero, un estudi demostra com la Caspasa 3 en la seva forma de pro-
caspasa i independentment de la seva activitat catalitica controla I'adhesié cel-lular
dels MEFs tot regulant la secrecié de fibronectina, necessaria per a I'adhesid de les
cel-lules [354]. El que aquest estudi demostra, juntament amb els nostres resultats, és
gue més enlla de les funcions tipiques de les caspases existeixen altres funcions,
possiblement encara desconegudes, que sovint no requereixen els mateixos dominis o

el mateix tipus d’activitat.
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5-La mort dels cardiomiocits en processos d’Isquémia / Reperfusio és

independent de caspases.

El debat sobre la implicacié de I'apoptosi i la via dependent de caspases en el
dany per processos isquemics és viu. Mentre que alguns estudis demostren que la
mort que es produeix en els cardiomiocits és dependent de caspases [234-236], altres
defensen que té lloc una mort necrotica on les caspases no hi tenen cap implicacio
[238-240]. El mateix passa amb la mort cel-lular causada per la reperfusié i coneguda
com a dany per reperfusid, on sembla que la teoria de la mort per necrosi executada
per les calpaines i la disrupcié de I"homeostasi del ca”, independent de I'apoptosi
dependent de caspases, va guanyant terreny [242, 243, 247]. Els nostres resultats
demostren que després de 45min d’isquéemia in situ seguits de 24h o 28 dies de
reperfusid, els cors deficients en Caspasa 3 i Caspasa 7 presenten la mateixa area
d’infart respecte I'area de risc i la mateixa area fibrotica que els cors WT. La tincié per
Pricosirius Red, a més, revela que no hi ha diferéncies entre els cors WT i DKO en el
grau de dilatacio ventricular, severa en tots dos casos, ni en el remodelat ventricular
que es produeix després de la isquéemia i que es caracteritza, sobretot, per un
aprimament important de la paret. Tot aix0 demostra de manera directa i per primera
vegada in vivo que les caspases no estan implicades en la mort dels cardiomiocits
causada per processos d’isquémia/reperfusio (I/R), ja que si fos aixi, els cors DKO
serien més resistents al dany causat per la I/R. El nostre estudi, doncs, és una mostra in
vivo que l'apoptosi dependent de caspases no esta implicada en la mort dels
cardiomiocits deguda a processos d’l/R, confirmant estudis previs del nostre grup que
demostren in vitro que les caspases no es reactiven durant la isquémia i que, per tant,
la mort dels cardiomiocits que segueix els processos isquemics és independent de les

caspases [103, 104].
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6- La diferéncia de pes entre els cors de diferent sexe es deu a un inferior

nombre de cardiomiocits en les femelles.

Es considera que el nombre de cardiomiocits es determina durant el primer any
de vida en humans [7], o la primera setmana de vida en rosegadors, quan la seva
activitat de proliferar es para [8, 9]. L'augment en la mida del cor que es produeix a
partir d’aqui es deu a canvis en la mida dels cardiomiocits, un procés conegut com
hipertrofia. Diferents estudis demostren diferencies estructurals i d’adaptacio entre els
cors dels mascles i femelles [355], una de les diferencies és el 30% de més massa
ventricular que presenten els mascles adults respecte les femelles [356], que tenen,
per tant, un cor més petit. Tot i que hi ha forca controveérsia sobre la manera de fer les
mesures i la seva fiabilitat [357], en adults la diferéncia sembla clara i és
estadisticament significativa; els estudis en nens, per contra, no sén tan clars, tot i
aix0 pero, els resultats semblen indicar que hi ha una tendéncia en que els nens
presenten més massa ventricular que les nenes: entre un 6-8% segons I'estudi de de
Simone et al. [356] i un 10% segons Goble et al. [358]. Alguns estudis, assumint que els
cors dels nens i nenes no tenen diferencies importants en el pes, apunten a que
aquesta diferéncia segons el sexe en la massa dels cors adults es deu a una hipertrofia
més accentuada en les cél-lules dels mascles en condicions normals després de la
pubertat [355, 356]. Els nostres resultats en ratolins, pero, indiquen que les cel-lules
dels cors de mascles i femelles, tant adults com neonatals, tenen la mateixa mida, a
més, el metode que hem utilitzat per a la mesura de l'area de les cel-lules ha
demostrat ser prou sensible per a mostrar diferéncies, ja que si que mostra diferéncies
segons el genotip i segons I'edat dels ratolins. El fet que alguns estudis indiquen que
els cors dels nens ja pesen més que els de les nenes [358], mostra que la causa no pot
ser la hipertrofia que es desenvolupa després de la pubertat, i que ha d’originar-se
abans. Els nostres resultats indiquen que les femelles neonatals tenen
aproximadament un 10% menys de cardiomiocits que els mascles de la mateixa edat,
una diferéncia que es manté amb I'edat. Aixo explica que els cors dels mascles pesin

més que els cors de les femelles ja des del comengcament.
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Aguesta diferencia en el nombre de cardiomiocits suggereix que en els mascles
la proliferacié va més rapida que en femelles, una possible causa és I'efecte de les
hormones, les quals diversos estudis impliquen en la proliferacid, és per exemple el cas
de I'estudi de Cai et al. que demostra com I'androgen estimula la proliferacié de les
cel-lules endotelials [359] o diversos estudis com el de Jarvinen et al. que relacionen
els receptors d’estrogen amb la proliferacié de les cel-lules tumorals en el cancer de
mama [360]. A més, existeix un dimorfisme sexual en el fenotip cardiac de diversos
models de ratoli [361], la causa del qual apunta molts cops al paper de les hormones,
sobretot ’hormona sexual femenina, I'estrogen, que sembla tenir un paper protector
davant diverses patologies cardiaques [361, 362]. Es tracta, doncs, d’un tema molt
interessant i el qual cal explorar ja que podria explicar l'origen d’algunes
cardiomiopaties hipertrofiques de les que no es coneix I'origen i que podrien estar

fonamentades en un inferior nombre de cardiomiocits al néixer.

7-Comentaris finals.

En resum, aquest treball demostra com el fet que les caspases se silenciin amb
I'edat en el miocardi es deu a que la seva funcid té importancia durant el
desenvolupament, en concret, les caspases 3 i 7 estan implicades en una correcta
proliferacié dels cardiomiocits. La manca de dites caspases, que, en contra del dogma,
no representa un avantatge de supervivéncia en situacié d’isquémia / reperfusio,
comporta la formacié d’un cor més petit, amb menys cardiomiocits, que per a poder
portar a terme la funcié correctament pateix una adaptacié compensatoria a mesura
gue es fa adult en forma d’hipertrofia, acompanyada d’un canvi en I'expressié de
diverses families de gens. Molecularment, el nostre estudi demostra com la manca de
les caspases 3 i 7 suposa un augment en |'expressié de citoquines inflamatories, que
podrien comportar un augment en |‘expressio de reguladors negatius de la
proliferacid, com Serpina3. A més, els nostres resultats demostren com aquesta funcié

no apoptotica de les caspases 3 i 7 és independent de la seva activitat catalitica.
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Conclusions

Conclusid general: Les caspases estan implicades en el correcte desenvolupament del
miocardi, on influencien el procés de divisid cel-lular. En canvi, els nostres resultats

descarten una funcio de les caspases en el procés de mort per isquémia/reperfusio.

En concret, els nostres resultats permeten definir les seglients conclusions:

Primera: Les caspases regulen I'abundancia de PTB post-transcripcionalment en el cor

influenciant la maduraciéo de mRNAs afectant els canvis durant el desenvolupament.

Segona: La letalitat i [I'alteraci6 en la compactacié ventricular durant el
desenvolupament cardiac causats per la manca global de les caspases 3i 7 no es deu a

la manca de dits gens en el miocardi.

Tercera: Els ratolins deficients en Caspasa3 i Caspasa? en els cardiomiocits tenen cors
més petits degut a un inferior nombre de cél-lules, que compensen desenvolupant una
hipertrofia lleu que ddna lloc a un cor adult amb les mateixes dimensions que el cor

WT.

Quarta: La manca de caspases executores en el miocardi en desenvolupament indueix
una reduccié en I'expressié de gens relacionats amb la proliferacié i replicacié del DNA,

i alteracions en I'expressio de gens estructurals.

Cinquena: Caspasa 3 pot compensar la manca de Caspasa 7, pero Caspasa 7 només pot

compensar parcialment la manca de Caspasa 3 en el miocardi en desenvolupament.

Sisena: La funcid de les caspases 3 i 7 en el desenvolupament cardiac és independent
de la seva activitat catalitica, requerida per les seves funcions com a proteases

apoptotiques.

Setena: Els cors dels ratolins deficients en Caspasa 3 i Caspasa 7 tenen un augment en
I’expressid d’algunes citoquines que s’associa amb un augment en I'expressié de gens
com Serpina3, que en els cardiomiocits influencia I'expressié de gens implicats en la

proliferacié.

Vuitena: Els cardiomiocits dels cors de les femelles tenen la mateixa mida que els dels

mascles, mentre que el cor té una massa menor. Els nostres resultats mostren que, en
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ratolins, els cors de les femelles tenen menys cardiomiocits que els dels mascles,

justificant la diferencia en el pes del cor.

Novena: La mort dels cardiomiocits per processos d’isquémia/reperfusio en els cors de

ratoli és independent de caspases.
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