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RESUM

Les nucleases formen una familia de gens conservats evolutivament, que s’han involucrat
en la mort cel-lular programada i en la proliferacié cel-lular en eucariotes. Una de les
nucleases mitocondrials més estudiades és EndoG, la qual va ser identificada pel nostre
grup com a nucleasa implicada en degradacié de I'’ADN al miocardi durant la isquémia.
Tot i aixi, també presenta una funcié rellevant en la fisiologia del cor, ja que la pérdua de
funcié d’Endog en cardiomidcits causa un augment de la massa ventricular esquerra.
Recentment, el nostre laboratori ha descobert una funcié d’EndoG relacionada amb la
proliferacio cel-lular. En els darrers anys s’ha suggerit que la nucleasa mitocondrial ExoG,
paraleg d’EndoG en eucariotes superiors, podria dur a terme funcions similars a EndoG.
Tot i aixi, encara no s’ha investigat la possible interdependéndia entre ExoG i EndoG tant
a nivell d’expressié com en la seva funcié sobre la proliferaci6. D’altra banda, TatD va ser
descoberta com una nucleasa relacionada amb I'execuci6 de la mort cel-lular programada
en C. elegans. La disminucié de TatD en el nematode produeix un fenotip semblant a
'observat amb el silenciament d’Endog. No obstant aix0d, la seva funcié en mamifers és
desconeguda. En aquest treball es demostra que EndoG, ExoG i TatD tenen una
expressio tissular diferencial entre elles. De les tres nucleases, només ExoG es troba més
expressada en teixits neonatals respecte als adults (a excepcié del cervell) suggerint un
paper en el desenvolupament. Dels teixits analitzats, EndoG abunda principalment en el
cor, ExoG en cervell i TatD té una distribucid6 homogénia entre els diferents teixits. En
quant a la localitzacié subcel-lular, EndoG i ExoG sén mitocondrials mentre que TatD,
sorprenentment, és citosolica. Tant la reduccié d’Endog com Exog limita la proliferacié
cel-lular en linies no tumorals i en cultius primaris tridimensionals de glandules d’'un model
de cancer d’endometri. En canvi, la disminucié de I'expressié de Tatd no té cap efecte en
la proliferacié. A diferéncia d’EndoG, ExoG i TatD no canvien de compartiment cel-lular ni
participen en la degradacié de I’ADN nuclear sota isquémia experimental en cardiomiocits
ni tampoc en models cel-lulars depenents de caspases. També hem demostrat que ExoG
i EndoG regulen la mida dels cardiomiocits probablement per mecanismes comuns,
mentre que TatD no hi és implicada. La generacié i estudi del nou model muri Tatd”
demostra que aquest gen no és essencial per la viabilitat i fertilitat del ratoli. Els ratolins
Tatd” presenten canvis en l'expressid de diversos transcrits a cor i a cervell que
suggereixen un rol en processos que impliquen transport de proteines i senyalitzacié
cel-lular en aquests teixits. L’analisi conductual d’aquest model de ratoli revela déficits
locomotors compatibles amb la fatiga, sense simptomes de depressié i ansietat. En
conjunt, les nostres dades mostren que ExoG i EndoG tenen funcions comunes en la
regulacio del creixement dels cardiomiocits i en la proliferacié cel-lular i que TatD podria
estar implicada en la regulacié de processos de transport de proteines al cor i al cervell,
essent important per una correcta funcié motora.
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RESUMEN

Las nucleasas forman una familia de genes conservados evolutivamente, que se han
involucrado en la muerte celular programada y en la proliferacién celular en eucariotas.
Una de las nucleasas mitocondriales mas estudiadas es EndoG, la cual fue identificada
por nuestro grupo como nucleasa implicada en degradacién del ADN en el miocardio
durante la isquemia. Sin embargo, también presenta una funcién relevante en la fisiologia
del corazén, ya que la pérdida de funcién de Endog en cardiomiocitos causa un aumento
de la masa ventricular izquierda. Recientemente, nuestro laboratorio ha descubierto una
funcién de EndoG relacionada con la proliferacién celular. En los ultimos afios se ha
sugerido que la nucleasa mitocondrial ExoG, paraloga de EndoG en eucariotas
superiores, podria llevar a cabo funciones similares a EndoG. Sin embargo, aun no se ha
investigado la posible interdependencia entre ExoG y EndoG tanto a nivel de expresién
como en su funcién sobre la proliferacién. Por otra parte, TatD fue descubierta como una
nucleasa relacionada con la ejecucion de la muerte celular programada en C. elegans. La
disminucion de TatD en el nematodo produce un fenotipo similar al observado con el
silenciamiento de Endog. Sin embargo, su funcion en mamiferos es desconocida. En este
trabajo se demuestra que EndoG, ExoG y TatD tienen una expresién tisular diferente
entre ellas. De las tres nucleasas, solo ExoG se encuentra mas expresada en tejidos
neonatales respecto a los adultos (a excepcion del cerebro) sugiriendo un papel en el
desarrollo. De los tejidos analizados, EndoG abunda principalmente en el corazén, ExoG
en cerebro y TatD tiene una distribucidn homogénea entre los diferentes tejidos. En
cuanto a la localizacion subcelular, EndoG y ExoG son mitocondriales mientras que TatD,
sorprendentemente, es citosdlica. Tanto la reduccion de Endog como Exog limita la
proliferacion celular en lineas no tumorales y en cultivos primarios tridimensionales de
glandulas de un modelo de cancer de endometrio. En cambio, la disminucion de la
expresion de Tatd no tiene ningun efecto en la proliferacion. A diferencia de EndoG, ExoG
y TatD no cambian de compartimento celular ni participan en la degradacién del ADN
nuclear bajo isquemia experimental en cardiomiocitos ni tampoco en modelos celulares
dependientes de caspasas. También hemos demostrado que ExoG y EndoG regulan el
tamano de los cardiomiocitos probablemente por mecanismos comunes, mientras que
TatD no estd implicada. La generacién y estudio del nuevo modelo murino Tatd”
demuestra que este gen no es esencial para la viabilidad y fertilidad del raton. Los ratones
Tatd” presentan cambios en la expresion de varios transcritos en corazén y cerebro que
sugieren un rol en procesos que implican transporte de proteinas y sefalizacién celular en
estos tejidos. El analisis conductual de este modelo de ratén revela déficits locomotores
compatibles con la fatiga, sin sintomas de depresion y ansiedad. En conjunto, nuestros
datos muestran que ExoG y EndoG tienen funciones comunes en la regulacion del
crecimiento de los cardiomiocitos y en la proliferacion celular y que TatD podria estar
implicada en la regulacion de procesos de transporte de proteinas en el corazén y el
cerebro, siendo importante para una correcta funcion motora.
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ABSTRACT

Nucleases are a family of evolutionarily conserved genes, which have been implicated in
programmed cell death and cell proliferation in eukaryotes. One of the most studied
mitochondrial nuclease is EndoG, which was identified by our group as a nuclease
involved in DNA degradation in the myocardium during ischemia. However, it also plays an
important role in the physiology of the heart, as the loss of Endog function in
cardiomyocytes causes an increase in left ventricular mass. Recently, our laboratory has
discovered a novel EndoG function related to cell proliferation. It has been suggested in
recent years that ExoG mitochondrial nuclease, a paralog of EndoG in higher eukaryotes,
may perform similar functios to EndoG. However, the interdependence between ExoG and
EndoG both in terms of expression and its function on proliferation has not yet been
investigated. On the other hand, TatD was discovered as a nuclease related to the
execution of programmed cell death in C. elegans. TatD silencing in the nematode
produces a phenotype similar to that observed with Endog silencing. However, its function
in mammals is unknown. EndoG, ExoG and TatD have different tissue expression
between them. Interestingly, ExoG is found to be more expressed in neonatal tissues than
in adults (except the brain) suggesting a role in development. EndoG is mainly expressed
in heart, whereas ExoG is highly expressed in brain, and TatD has a homogeneous
distribution among the analyzed tissues. In terms of subcellular localization, EndoG and
ExoG are found in mitochondria, but TatD is a cytosolic protein. Both Endog and Exog
reduction limit cell proliferation in non-tumor lines and in three-dimensional primary
cultures of an endometrial cancer model. In contrast, decreased Tatd expression has no
effect on proliferation. Unlike EndoG, ExoG and TatD do not change cell compartment or
participate in the degradation of nuclear DNA under experimental ischemia in
cardiomyocytes or in caspase-dependent cell models. We have also shown that ExoG and
EndoG, but not TatD, regulate the size of cardiomyocytes probably through common
mechanisms. The generation and study of the new mouse model Tatd” shows that this
gene is not essential for the viability and fertility of the mouse. Tatd” mice exhibit changes
in the expression of various heart and brain transcripts that suggest a role in several
processes involved in protein transport and cell signaling in these tissues. Behavioral
analysis of this mouse model revealed locomotor deficits compatible with fatigue, without
symptoms of depression and anxiety. Taken together, our data show that ExoG and
EndoG have common functions in cardiomyocyte growth and cell proliferation, and TatD
could be involved in the regulation of protein transport in heart and brain, being important
for a normal motor function.
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1. El cor: composicid, desenvolupament i resposta a estres

1.1 Arquitectura i funcié del cor

El cor és I'drgan que proporciona la sang i 'oxigen a totes les parts del cos. Es troba
dividit per un septe que separa les quatre cambres presents al cor (auricula dreta, auricula
esquerra, ventricle dret i ventricle esquerre). El cor esta situat dins de la cavitat toracica i
envoltat per un sac ple de fluid anomenat pericardi. El pericardi és un tipus de membrana
serosa que produeix el fluid necessari per tal de lubricar el cor i aixi evitar la friccié entre el
cor i els altres organs. La paret del cor esta formada per tres capes, les quals sén
I'epicardi (capa exterior i forma part del pericardi), el miocardi (forma el teixit cardiac
muscular, responsable de bombejar la sang i és el que ddna la massa i gruixaria al cor) i

I'endocardi (capa endotelial que protegeix les cambres cardiaques).

A nivell cel-lular, el cor esta format per diferents tipus cel-lulars que contribueixen a les
propietats estructurals, bioquimiques, mecaniques i eléctriques del mateix. D’entre ells
destaquen els cardiomiodcits, que ocupen la major part del volum tissular, perd només
contribueixen al 30% del nombre total de cél-lules. Els cardiomiocits auriculars i
ventriculars formen les parets musculars del cor (és a dir, el miocardi). Més del 50% de les
cél-lules del cor son fibroblasts cardiacs. Les cél-lules endotelials formen I'endocardi, el
revestiment interior dels vasos sanguinis i les valvules cardiaques. Les ceél-lules del
muscul llis contribueixen al sistema vascular d’entrada i sortida de les artéries coronaries.
L’epicardi déna lloc als precursors de la vasculatura coronaria i dels fibroblasts cardiacs.
Finalment, les cél-lules pacemaker i les fibres de Purkinje sén cardiomidcits especialitzats
que generen i condueixen impulsos eléctrics. El node sinoatrial (SAN), que esta composat
per un grup de cél-lules pacemaker, resideix a l'auricula dreta generant impulsos per
iniciar la contraccié cardiaca. El node atrioventricular (AVN) esta situat entre les auricules

i els ventricles, i condueix I'impuls eléctric des de les auricules fins als ventricles.

El cor actua com una doble bomba. L’auricula dreta rep sang desoxigenada de les venes
sistémiques (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 didoxid de carboni i es captara I'oxigen

(intercanvi de gasos). La sang torna a través de la vena pulmonar cap a l'auricula
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esquerra, 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 'aorta i finalment cap a la resta

del cos (Figura 1).

Superior 4
vena cava

Pulmonary
veins

Inferior
vena cava

Figura 1. Anatomia del cor. Tall transversal d’un cor. Mostra la part interna del cor formada de les
quatre cambres, valvules | vasos associats’.

1.2 Estructura del cardiomiocit i muscul cardiac

Els cardiomiocits son cél-lules d’uns 25 um de diametre i 100 um de longitud, formats per
miofibril-les, que soén llargues cadenes de proteines contractils composades per filaments
de miosina (bandes A) i filaments d’actina (bandes |) que se superposen. A aquestes
cadenes s’associen un conjunt de proteines, com la troponina i la tropomiosina entre
altres, que participen en el procés de contraccié muscular i sén essencials per regular la
unio i alineacié dels miofilaments constituint aixi els sarcomers. El sarcomer és la unitat

funcional contractil de la cél-lula.

Els cardiomiocits es troben separats entre si per una estructura d’'unié anomenada disc
intercalar. Aquest disc és el que permet que les corrents que es generin en una cél-lula es
propaguin a la seglent. El sarcolema és la membrana del cardiomiocit, la qual presenta
invaginacions cap a l'interior de la cél-lula formant els tubuls T. La funcié d’aquests és

ampliar la superficie de contacte de I'exterior amb I'interior cel-lular, amb la finalitat de
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facilitar que els intercanvis idnics a través de la membrana es produeixin de manera
rapida i sincronica. Per aquest motiu, es troben en contacte amb el reticle sarcoplasmic a
través d’unes estructures anomenades cisternes terminals. Aquestes, emmagatzemen el
Ca* i l'alliberen durant la contraccié muscular. El procés de contraccié es desencadena al
produir-se canvis de potencial d’accié en la membrana del cardiomiocit, que provoquen
I'obertura de canals de calci sensibles a voltatge. L’entrada de Ca** en la cél-lula causa
I'activacio dels receptors de rianodina (RyR2) que es troben en la membrana del reticle
sarcoplasmic. L’activacié d’aquests receptors permet una sortida de Ca®* massiva des del
reticle sarcoplasmic al citoplasma provocant canvis conformacionals en la troponina, fet
que permet que la miosina llisqui sobre l'actina escurgant la fibra muscular. Passat
I'impuls nerviés, el Ca®* és captat al reticle sarcoplasmic una altra vegada per completar la

relaxacié®.

El muascul cardiac és un muscul estriat. Les fibres del muscul cardiac presenten una
estriacié transversal en el seu citoplasma i es bifurquen formant una red tridimensional
complexa. Existeixen dos tipus de fibres cardiaques: les conductores i les contractils. Les
fibres conductores es troben localitzades en els noduls sinoauriculars i auriculoventriculars
i son les encarregades de la conduccioé dels impulsos nerviosos. No tenen tabuls T ni
discs intercalars, presenten un baix nombre de miofilaments i una gran quantitat de
granuls de glucogen. Les fibres contractils tenen una estriacié transversal amb un o dos
nuclis ovalats amb un o dos nucléols. En les cares laterals presenten unions de tipus Gap,
que permeten la transmissié de la ona de despolaritzacié. D’aquesta manera es produeix

la contraccié al mateix temps en totes les fibres cardiaques®®.

El muscul cardiac és aerobic, amb un elevat nombre de mitocondries i gairebé sense
reserves energétiques en forma de lipids o glucogen. Per aquesta rad, I'aportacié d’oxigen
i nutrients a través de la sang ha de ser continua per tal de satisfer la demanda energética

il-limitada del cor®.
1.3 Proliferacio i diferenciacié dels cardiomiocits

La maijor part del cor esta format per cél-lules musculars contractils, les quals sén els
cardiomiocits. Els cardiomidcits constitueixen aproximadament el 75% del volum total del

miocardi perd sén minoritaris pel que fa en nombre de cél-lules (només el 30%)°.
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La proliferacié i la diferenciacio sén dos aspectes diferents del creixement cel-lular.
Després del naixement, els midcits cardiacs perden la capacitat de proliferar i 'augment

en la massa cardiaca és deguda a 'increment en mida dels miocits cardiacs preexistents.

El canvi del creixement hiperplasic a hipertrofic passa durant el periode postnatal
primerenc. Gairebé tots els miocits son mononucleats i el volum cel-lular es manté
constant durant els 3 primers dies d’edat. L’augment en volum dels midcits té lloc del dia 3
al dia 12. El percentatge de midcits binucleats comenga a augmentar al quart dia,
aconseguint un 90% de binucleacio al dia 12. El nombre de miodcits augmenta el 68%
durant els tres primers dies d’edat i després aquest nombre es manté constant’. En la

Figura 2 es troba representada la morfologia dels cardiomidcits a diferents edats.

Figura 2. Cardiomiocits de ratoli en cultiu in vitro fixats a diferents edats (P0, P4, P6, P14,
P60). Els cardiomidcits estan marcats en vermell i els nuclis en verd. A PO i P4 sén arrodonits,
petits i mononucleats. A partir de P6 comencen a tenir dos nuclis i creixen en mida fins arribar a
P61, on la cél-lula ja és adulta’.

Quan el percentatge de midcits binucleats comenga a incrementar, es prepara la sintesi
de I'’ADN per la divisié nuclear, perd no es produeix la citocinesi. Els miocits ventriculars
perden I'habilitat de realitzar la citocinesi abans de la sortida del cicle cel-lular, resultant en
la formacid dels miocits binucleats. Durant els 3 primers dies d’edat, I'increment en la
massa del cor és deguda només a la proliferacié dels midcits, amb un volum cel-lular
constant. Després del dia 4, el creixement continuat del cor s’aconsegueix per la

hipertrofia del miocit® (Figura 3).
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Figura 3. Canvis en el nombre de miocits per cor (®), el volum de miocits (O) i el
percentatge de nucleacié (A) en cél-lules contractils aillades de cors de rates neonatals a 1,
2,3,4,6,8,10 i 12 dies d’edat®. Als 3 dies d’edat s’aconsegueix el pic maxim en el nombre de
miocits. En aquest moment (3-4 dies d’edat), el volum de midcits augmenta progressivament.
També augmenta el percentatge de midcits binucleats indicant la cessacié de la hiperplasia
cel-lular del miocit.

1.4 Hipertrofia cardiaca

La hipertrofia és definida com un engrandiment d’un drgan degut a I'increment en la mida
de les seves cél-lules. Depenent de l'estimul es poden induir dos tipus diferents

d’hipertrofia cardiaca, la hipertrofia cardiaca fisioldgica i la patologica.

La hipertrofia cardiaca fisiologica és la que s’associa amb el creixement normal del cor
després del naixement fins I'edat adulta. Aquest tipus d’hipertrofia també és associada
amb I'exercici o durant 'embaras. En canvi, la hipertrofia cardiaca patologica és deguda a
desordres com periodes llargs d’hipertensid, infart de miocardi, malalties de les artéries
coronaries, insuficiéncia valvular, malformacions congénites i cardiomiopatia diabética. La
majoria d’aquests estimuls primer indueixen una hipertrofia compensatoria, en la que els
miocits individuals creixen en llargada i/o amplada amb la finalitat d’augmentar la funcio
cardiaca. També es produeix un increment en la deposicio de col-lagens i components de
la matriu extracel-lular (fibrosi). Finalment, a mesura que es van depositant les fibres de

col-lagen la funcié cardiaca és alterada progressivament i té lloc una fallada cardiaca®.

El creixement hipertrofic pot ser concéntric o excéntric, basat en la geometria dels
cardiomiocits individuals i del cor (Figura 4). La hipertrofia excéntrica no patologica és
caracteritzada per un increment en el volum ventricular amb un creixement coordinat en el
gruix de la paret i el septe, on els cardiomidcits individuals creixen en amplada i llargada.

Sota condicions patoldgiques, la hipertrofia excéntrica pot provocar la dilatacié de la paret
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amb un preferent allargament dels cardiomiocits ja que es produeix un gran augment en el
volum ventricular i un menor increment en la paret. En la hipertrofia concéntrica es
produeix un increment en el gruix de la paret i una disminucié de la cambra ventricular

esquerra. Aquesta remodelacié és associada amb un increment en I'amplada del miocit'®.

Physiological . . Pathological
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Neonatal heart Right ventricle Left ventricle

>

Development

Sarcomere

Exercise or Length
pregnancy

®

Thickness

Cardiomyopathy

. . . Eccentric
Eccentric Concentric Concentric — .

Y
12

E=

Figura 4. Geometries de la hipertrofia cardiaca'®. Depenent de I'estimul es poden induir dos
tipus d’hipertrofia, la fisiologica i la patoldgica originant aixi diferents formes de cardiomiocits.

La hipertrofia cardiaca és acompanyada per la reprogramacio i activacio de I'expressio de
gens cardiacs fetals, que codifiquen per proteines involucrades en la contraccio, en el
maneig del calci i en el metabolisme".

El cor és un organ capag¢ de metabolitzar una amplia gamma de substrats, inclosos acids
grassos, glucosa, cossos cetonics, lactat i aminoacids, per satisfer una demanda continua
d’ATP'?. Sota condicions fisiologiques, el 90% d’ATP és produit mitjancant la fosforilacié
oxidativa mitocondrial dels acids grassos. Degut a que I'oxidacié dels acids grassos és un
procés completament depenent de 'oxigen, durant la isquémia on el subministrament de
I'oxigen pot estar molt limitat, la glicdlisi es converteix en la principal via metabdlica per

generar energia en el cor'>5,
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1.4.1 Vies d’induccié de la hipertrofia cardiaca

S’han identificat multiples vies de senyalitzacié intracel-lular en la coordinacié del
creixement del cor després d’una estimulaci6 fisioldgica i patoldgica'®. En la Figura 5 es

troben representades de manera esquematica molécules implicades en ambdods tipus

d’hipertrofia.
Laminin
(Extracellular Matrix
GPCR TGF .
(Angiotensin ET-1, Receptor Integrins

Adrenergic Receptor)

Hypertrophy Genes

Figura 5. Molécules activades en la senyalitzacié intracel-lular durant la hipertrofia cardiaca
fisiologica i patologica'®. Les molécules representades de color verd quan sén activades
exerceixen un rol protector en la progressié cap a la fallada cardiaca. En canvi, I'activacioé de les
molécules representades de color vermell afavoreixen la transicié cap a fallada cardiaca.

1411 Mecanismes d’induccio de la hipertrofia fisiologica

La hipertrofia fisioldgica pot ser induida per diferents lligants, els qual inclouen 'hormona
de creixement, 'hormona de la tiroides, insulina, IGF1 (insulin-like growth factor 1) i VEGF
(vascular endothelial growth factors). La hormona de la tiroides incrementa en els nens i
ratolins després del naixement actuant com a activador transcripcional de creixement
post-natal. En el cor, la senyalitzacié de la insulina directament afecta al transport de la
glucosa, la glicolisi, 'oxidacié de la glucosa, la sintesi del glicogen, l'oxidacié d’acids
grassos i la sintesi de proteina. La insulina s’'uneix al seu receptor tirosina quinasa (IR) i
es produeix la seva activacio, la qual permet el reclutament i activacié de les proteines

adaptadores IRS1 i IRS2 (insulin receptor substrate), que aquestes finalment causaran
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I'activacio de la via de senyalitzaci6 fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)-AKT. El lligant IGF1
és sintetitzat i secretat en el fetge en resposta a 'hormona de creixement i és enviat als
teixits on mediara el seu creixement. El lligant IGF1 s’uneix tant al receptor de la insulina
com al receptor d’'IGF1 (IGF1R), un receptor transmembrana tirosina quinasa que activa la
via PI3K-AKT™®"7

La sobreexpressio de les quinases PI3K i AKT promou una hipertrofia amb
caracteristiques fisioldgiques amb abséncia de fibrosi en animals joves''®. AKT promou
la traduccié de proteines mitjangant la inhibicié per fosforilaci6 de GSK3p (glycogen
synthase kinase-3). Quan GSK3[B esta activa fosforila i inhibeix diverses molécules
involucrades amb la hipertrofia cardiaca?®?'. Aixi doncs, la sobreexpressié de GSK3B en
el cor adult bloqueja la hipertrofia postnatal®?. La delecié de la fosfatasa PTEN
(fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat 3-fosfatasa), que actua com un inhibidor endogen de la

PI3K, promou el creixement del cor a nivells cel-lulars i d’organ®.

També esta implicada la via de les MAPK (Mitogen- activated protein kinase) ERK1/2
(Extracellular-signal regulated kinases) en la hipertrofia fisioldgica. La sobreexpressio de
ERK1/2 indueix una hipertrofia cardiaca concéntrica sense fibrosi i un augment significant
en la funcié cardiaca que és associada a una proteccié del cor en front a un dany
isquémic®. D’acord amb aquestes observacions, la inhibicié de ERK1/2 resulta en una
dilatacio cardiaca major sota un estimul d’estrés®. Es van observar resultats similars en
ratolins amb una disrupcié de ERK1/2 en el cor, mostrant fallada cardiaca sota estrés®.
Per tant, la via de senyalitzaci6 ERK1/2 és un component important en la resposta
hipertrofica adaptativa i de fet, protegeix als cardiomiocits de la mort després d’'un dany

isquémic®’.

La hipertrofia fisioldgica també es pot produir a través de [l'activacio de sensors
d’estirament, entre ells les integrines associades a proteines quinasa. Les integrines
poden convertir forces mecaniques en senyals bioquimiques a través de la seva unio
amb la matriu extracel-lular. Supressions especifiques de subunitats de les integrines

empitjoren la malaltia hipertrofica deguda a la hipertensio?®%°.

1.41.2 Mecanismes d’induccié de la hipertrofia patologica

La hipertrofia patologica és associada amb un increment de mort del miocit, remodelatge

fibrotic i disminucid de la funcio sistolica i diastdlica que sovint progressa cap a una fallada
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cardiaca.

Un dels mecanismes d’induccié de la hipertrofia patologica és I'activacié de receptors
acoblats a proteines G, ja que la sobreexpressié de proteines G causa una hipertrofia
excéntrica acoblada a una disfuncié contractil del ventricle esquerra®. L’angiotensina Il
endotelina-1 i catecolamines (a-adrenérgic) s’uneixen a receptors transmembrana
especifics que son acoblats a proteines G. Aquestes proteines G son activadores de la
fosfolipasa CB (PLCp), la qual indueix la generacié de diacilglicerol (DAG) i inositol-1,4,5-
trifosfat®. EI DAG funciona com un lligant intracel-lular de la proteinasa quinasa C (PKC),
permetent la seva activacio. L’acumulacio de linositol-1,4,5-trifosfat permet la mobilitzacio
interna de calci mitjangant la unié amb el receptor de l'inositol 1,4,5-trifosfat localitzat en el
reticle endoplasmic o en 'embolcall nuclear. Es va demostrar que la generacié de l'inositol
1,4,5-trifosfat i I'alliberament intern de calci mediaven la senyalitzacié hipertrofica a través

de la calcineurina®.

La calcineurina és una fosfatasa regulada per calci, que defosforila membres de la familia
dels factors de transcripcid NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells), causant la seva
translocacié nuclear on NFAT forma complexos amb cofactors com GATA4 o MEF2
(myocyte enhancer factor-2), per tal d’activar la transcripcié de gens diana hipertrofics®.
Els ratolins que sobreexpressen formes activades de la calcineurina o NFAT
desenvolupen hipertrofia i fallada cardiaca en 2 mesos, demostrant aixi I'involucrament de

la calcineurina en la hipertrofia patologica®.

Un altre mecanisme implicat en la hipertrofia patologica és el que implica la via de les
MAPK. Consisteixen en tres subfamilies, les JNKs, p38 i les ERK*. Com ja s’ha
mencionat, les MAPK ERK1/2 contribueixen a la hipertrofia adaptativa. Les JNK son
essencials per la hipertrofia i disfuncié induida per les proteines G, ja que ratolins que
presenten una sobreexpressié de proteines G perd sén deficients en MEKK1 (un

regulador de JNK), no mostren hipertrofia i retenen una bona funcio sistolica®.

El paper de p38 en la hipertrofia patoldgica ha sigut descrit mitjangant la sobreexpressio
de Tak1, un activador de p38. La sobreexpressio de Tak1 causa hipertrofia cardiaca que
condueix a una disfuncié severa miocardica i una letalitat precog®’. A més a més, la
inhibicié farmacoldgica de p38 incrementa la supervivéncia mitjangant la reducci6 de la

hipertrofia ventricular esquerra en rates hipertenses®®.
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1.5 Paper de la senyalitzacié per apoptosi en el cor

El terme apoptosi va ser descrit 'any 1972 per Kerr, Wyllie i Currie quan van descobrir un
tipus de mort diferent a la mort necrotica. L’apoptosi és un procés morfoldgicament definit
caracteritzat per una reduccié del volum cel-lular, fragmentacié de I'’ADN i condensacié
nuclear, formacié dels cossos apoptotics, de la fagocitacidé i degradacié de la cél-lula
sense provocar resposta inflamatoria®. Aquest tipus de mort cel-lular és important pel
desenvolupament i morfogénesi d’organismes multicel-lulars, per tal de controlar el

nombre cel-lular, eliminar cél-lules infectades, mutades o danyades*.

L’apoptosi esta regulada per dos vies de mort conservades evolutivament (Figura 6): la via
extrinseca, que s’inicia per estimuls exdgens (deficiencia de factors de supervivéncia,
nutrients, radiacié i altres estressos) utilitzant els receptors de mort de la superficie
cel-lular*'; i la via intrinseca, que s’activa per estimuls intracel-lulars (estrés oxidatiu, dany
en ’ADN i proteines mal plegades) involucrant a la mitocondria i al reticle endoplasmatic.
En la via intrinseca s’allibera el citocrom C de la mitocondria cap al citoplasma, on s’unira
a la proteina Apaf-1 formant un complex. Aquest, s’uneix a la Caspasa-9 (proteasa
iniciadora), la qual s’activa i es forma I'apoptosoma***. Les dues vies convergeixen en
una via comuna implicant I'activacié de les caspases executores, tallant un ampli espectre

de proteines.
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Figura 6 Les dues vies apoptotiques majoritaries en les cél-lules de mamifer. En la via
extrinseca de I'apoptosi (esquerra), els receptors de membrana sén activats per lligants
extracel-lulars. En la via intrinseca (dreta) la mitocondria juga un paper essencial amb la preséncia
de proteines de la familia Bcl-244.

La morfogénesi dels teixits cardiovasculars implica una regulacié coordinada de la
proliferacio cel-lular i I'apoptosi. La prevalenga de I'apoptosi durant el desenvolupament
del cor ha estat ben documentada. Durant la formacié de la valvula cardiaca, els coixins
es formen com expansions localitzades d’'una matriu extracel-lular, coneguts com “gelatina
cardiaca”, en els llocs de connexions atrioventriculars i ventriculoarterials. Les ceél-lules
endotelials envaeixen els coixins i es diferencien en un tipus cel-lular mesenquimal, i els
coixins donen lloc a les valvules d’entrada (mitral, tricuspide) i les valvules de sortida
(adrtica i pulmonar) i porcions dels septes atrials i ventriculars. Sembla que aixd passa en

45,46

part per I'apoptosi

Els conductes de sortida del cor (OFT, outflow tract) representen un dels principals
defectes congénits del cor. Es una estructura tubular senzilla que connecta I'iinic ventricle
primitiu amb el sac adrtic i les artéries de I'arc aodrtic. Aquesta estructura experimenta una

sequéncia complexa de processos morfologics per tal de convertir-se en la porcié del cor
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que alinea els ventricles dret i esquerre amb l'artéria pulmonar i I'aorta. El procés de
l'apoptosi esta involucrat en la correcta formacid6 del OFT ja que durant el
desenvolupament passa a ser una estructura allargada a una estructura més petita en
forma d’anell. Un estudi demostra que es produeix una reduccié dels cardiomiocits en el
OFT durant el desenvolupament*’. A més a més, un altre estudi on utilitzen inhibidors de

'apoptosi demostren que no es produeix I'escurgament i rotacid necessaris en el OFT

(Figura 7).

Per tant, 'apoptosi és important per eliminar estructures residuals i perqué les connexions

w0 entre els ventricles i les artéries estiguin ben

A e establertes.

Figura 7 Diagrama del remodelatge embrionic i dels
efectes dels inhibidors de I’apoptosi.

A) Circulacié unica en el cor anterior al remodelatge
del OFT. B) Escurgament del OFT en el miocardi,
rotacio de les arteries (Ao: aorta; PA: artéria pulmonar)
i formacié de les valvules cardiaques durant el
desenvolupament normal. C) Efecte dels inhibidors de
caspasa, on no es produeix rotacié del OFT i no s’han
format bé les valvules cardiaques. D) Efecte dels
inhibidors de caspases XIAP, no es produeix
'escurgament ni la rotacié perd si que es formen les
valvules.

Estudis inicials suggerien que els miocits moren a través de les vies extrinseca i intrinseca
de I'apoptosi durant isquémia i infart de miocardi, contribuint a la insuficiéncia cardiaca.
Referent a la via extrinseca, ratolins deficients per Fas exhibeixen reduccions en la mida
de linfart respecte als controls. Pel que fa a la via intrinseca, la mida de I'infart és reduia

49-51

mitjangant la sobre-expressié de Bcl-2 (proteina antiapoptotica), entre d’altres . Perd

actualment, cada vegada és més evident que I'apoptosi depenent de caspases juga un

paper minoritari en la mort del miocit adult®®%3,

De fet, la terapia experimental
antiapoptodtica no mostra un benefici consistent en el cor ja que inhibint I'activacio de les
caspases no s’obté una reduccié en la mida de l'infart en cors de rata®. A més, el nostre
grup ha demostrat que gens apoptotics (com Apaf-1, caspasa 3, caspasa 7 o Bcl-2) sén
silenciats durant la diferenciacié dels miocits i que la mort del midcit induida per isquémia i

reperfusio és independent de caspases®-°.
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2. Nucleases apoptotiques

En el 1980, Andrew Wyllie va observar que '’ADN nuclear apoptotic era tallat resultant en
un /adder (anomenat també LMWF: Jow molecular weight fragmentation) de fragments que
eren multiples de 200 parelles de bases. Aquest ladder era conseqiéncia de la digestié de
la cromatina per una nucleasa endogena que tallava 'ADN entre els nucleosomes. Tot i
que la formacioé del ladder d’ADN és un indicador distintiu de I'apoptosi, és de fet només el
punt final de la degradacié de 'ADN i no reflecteix el patré complet de fragmentacié d'ADN
que es produeix durant I'apoptosi. De fet, moltes cél-lules no degraden el seu ADN fins a
aquest punt. La degradacié d’ADN durant I'apoptosi és un procés molt més complex que
comenga amb la generacié de fragments d’ADN de major pes molecular (HMWF: high
molecular weight fragmentation) i que no son detectables per electroforesi
convencional®’. Aquests fragments més grans tenen una grandaria de 50-300 kb i
reflecteixen el tall endonucleolitic de cromosomes interfasics als llocs sensibles a la
nucleasa, els quals resideixen en les fibres de cromatina com a resultat de plegar-se en

estructures en forma de bucle (mida de 50 kb) i roseta (mida de 300 kb)®®.

La primera nucleasa que es va identificar per ser la principal responsable del LMWF va
ser la nucleasa DFF40/CAD (DNA fragmentation factor o caspase-activated DNase).
L’endonucleasa CAD es troba en les cél-lules en una forma inactiva, degut a la seva unio
amb la subunitat inhibitoria DFF45/ICAD (inhibitor of CAD). L’activacié de CAD té lloc
mitjangant el tall proteolitic de la subunitat inhibitoria de ICAD®. El ratoli ICAD" tot i
mostrar una significant reduccié en la fragmentaci6 de I'ADN, encara mostrava una

fragmentaci6 residual®, essent la Endonucleasa G (EndoG) la responsable d’aquesta®’.
2.1 Funcions apoptotiques de les nucleases

Les nucleases estudiades en aquesta recerca son EndoG, TatD i ExoG. L’interés en
EndoG i TatD va sorgir quan Parrish et al. mitjangant un analisi gendmic en C. elegans
van identificar la nucleasa CPS-6 (homologa d’EndoG en humans i préviament coneguda
per estar involucrada en la degradacié de 'ADN apoptotic) i 7 gens nous. Aquests gens
codifiquen per 7 noves nucleases relacionades amb la mort cel-lular, entre les quals hi

havia crn-2 (homodloga de TatD en humans) (Figura 8).

Diversos d’aquests gens identificats en C. elegans tenen homodlegs en humans que soén

importants en el processament de 'ARN, plegament de proteines, replicacid de 'ADN i
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reparacio de I'ADN danyat, suggerint rols duals per aquestes nucleases en la
supervivéncia i en la mort cel-lular. Malgrat saber que la nucleasa crn-2 codifica per la
nucleasa TatD en mamifer, no es saben quines funcions té fins al moment i hem volgut
estudiar-les. D’altra banda, existeixen un major nombre d’articles que descriuen les

funcions d’EndoG en diverses espécies.
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Figura 8. Nucleases apoptotiques identificades en el genoma de C elegans. Analisi gendmic
basat amb I'is d’ARN d’interferéncia combinat amb I'assaig TUNEL revel-la que 6 nous gens crn
(cell death related nucleases) i cyp-13 estan involucrats en la degradacié de ’ADN nuclear durant
'apoptosi. També s’identifiquen dos gens (cps-6 i nuc-1) ja coneguts préviament. En la figura es
troben representades el nombre de cél-lules positives per TUNEL en I'eix de les Y i en I'eix de les X
es mostra la posicié cromosomica (Linkage Group) de cada gen. Al costat de cada gen de C.
elegans i en parentesi s'indica I'homoleg en mamifers®?.

En canvi, el nostre grup es va interessar per la nucleasa ExoG quan Cymerman et al. la
va descriure com un paraleg funcional d’EndoG en eucariotes superiors®®. Similarment a
TatD, d’aquesta nucleasa no hi ha un gran nombre de publicacions al respecte. El fet de
no disposar d’animals deficients per Tatd i Exog limita el coneixement d’aquestes

nucleases sobre el desenvolupament i les possibles patologies associades.
2.1.1 Endonucleasa G

EndoG és una nucleasa que es troba conservada evolutivament, localitzada a I'espai
intermembrana i en la matriu mitocondrial®. L’Endonucleasa G de mamifer és codificada
en el nucli i produida com una proteina de 33 kDa amb una seqiiéncia mitocondrial en el
seu extrem N-terminal. Una vegada translocada a la mitocondria, la sequéncia

mitocondrial és tallada per donar lloc a la nucleasa madura de 28 kDa®°.

27



Introduccio

Va ser identificada i caracteritzada en el llevat Saccharomyces cerevisiae com a

€687 aixi com en extractes de cor de bou®®. La participaci6 en l'apoptosi i

Nucip
desenvolupament de CPS-6 (homdleg d EndoG huma en C. elegans) va ser demostrada
a través de l'analisi del fenotip dels mutants de cps-6. Semblant als mutants nuc-1 al
llevat, la disminucié de l'activitat de cps-6 causa una acumulacié de cél-lules positives per
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) indicant que cps-6
es necessita per a la correcta execucié de la degradacié de 'ADN al nematode. A més, la
reduccidé de l'activitat de cps-6 retarda I'aparicid de cadavers cel-lulars, suggerint que

també és important per la progressié normal de I'apoptosi®.

També es va demostrar el paper d’EndoG com nucleasa apoptotica capag¢ d’induir talls en
’ADN en cel-lules deficients en el sistema CAD. A més a més, aquesta degradacid en
I’ADN no desapareixia quan en aquest model es tractaven les cél-lules amb un inhibidor
de caspases, suggerint que la degradacié gendmica deguda a EndoG es produia per una
via independent de caspases®'. Tot i aixi, existeixen evidéncies contradictories sobre el
mecanisme d’alliberament de la proteina. Altres grups van suggerir que la sortida d’EndoG
de la mitocondria es produia per una via depenent de caspases ja que en ceél-lules Hela
tractades amb un estimul apopdtic junt amb un inhibidor de caspases no es detectava
EndoG al citosol™®. A més a més, es va sumar el fet que I'eliminacio del gen d’Endog en el
model muri Endog” no causava defectes en el procés d’apoptosi davant d’una gran
varietat d’estimuls apoptotics indicant que el paper d’EndoG no és imprescindible en

I'apoptosi® .

Els resultats obtinguts pel nostre grup han ajudat a interpretar les dades contradictories
sobre la funcié d’EndoG en I'apoptosi. En cardiomidcits neonatals, on la via depenent de
caspases es reprimeix durant la diferenciacié d’aquests i no es reexpressa durant la
isquémia experimental, EndoG és important en la degradacié de 'ADN. La reduccié de
I'expressié d’Endog en els cardiomiocits, perd no en fibroblasts, produeix una disminucio
en la fragmentacié de baix pes molecular (LMWF). Resultat que indica que el paper
apoptotic d’EndoG és important només en un model de mort independent de caspases®.

L’alliberament d’EndoG al citosol no depén de I'activacio de les caspases, sin6 de Bnip3'2.
2.1.2 Endonuclease G-like 1 (ExoG)

ExoG és una endo/exonucleasa mitocondrial, localitzada a la membrana mitocondrial

interna, que presenta activitat endonucleasa i 5’-3’ exonucleasa. Degut a les activitats
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enzimatiques complementaries i I'origen evolutiu comu amb EndoG van anomenar-la amb

el nom d’ ExoG (Endonuclease G-like 1)%.

S’ha vist que la reduccié d’Exog causa una acumulacié de trencaments de cadena simple
(SSBs) en el genoma mitocondrial que poden ser restaurats quan s’afegeix aquesta
proteina recombinant. S’han realitzat assajos de reparacié per tal de confirmar que
I'activitat 5’-3’ exonucleasa que presenta ExoG té rellevancia en reparacié concloent que
aquesta participa en la ruta de reparacié d’escissié de bases LP-BER (Long Patch- Base
Excision Repair) mitocondrial. L’acumulacié de trencaments de cadena simple en 'ADN
mitocondrial compromet la integritat d’aquest, causant una pérdua en el potencial de
membrana mitocondrial i un augment en la generaci6 de ROS, els quals encara
produeixen més dany en el genoma mitocondrial, i subseqientment produint un dany en
el genoma nuclear, conduint a I'activacio de la via intrinseca de I'apoptosi. Conclouen que
s’activa la via intrinseca degut a la disminucid de la pro-caspasa 9, activacié de la

caspasa 3 i detecci6 del fragment de PARP (Poli ADP-ribosa polimerasa)®.

Per tant, la disminucid6 d’ExoG mitjancant interferéncia d’ARN desencadena la mort
cel-lular a través de l'activacié de la via intrinseca de I'apoptosi degut a una disfuncié

mitocondrial.
2.1.3 TatD

TatD és una proteina conservada en diferents espécies, incloent bacteris, fongs, plantes i
animals. No obstant aquest fet, les funcions cel-lulars de TatD en cél-lules procariotes o

eucariotes no son gaire conegudes.

L’interés en TatD va sorgir quan va ser identificada i nomenada com una cell death related
nuclease (crn-2), a través d’un analisi genomic funcional basat en interferéncia en ARN en
C. elegans (Figura 8). Semblant als mutants cps-6 (homodleg d’EndoG en C. elegans), la
disminucio de I'activitat de crn-2 causa una acumulacié de cél-lules positives per TUNEL
indicant la seva participacié en la degradacié de 'ADN. A més a més, es produeix un
retard en l'aparicid dels cadavers cel-lulars en el nematode. Aquests autors també
mostren que crn-2 i cps-6 actuen en vies independents en la degradacié de 'ADN, ja que
la disminucié simultania d’ambdues produeix un increment addicional en cél-lules

positives per TUNEL®2.
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També es va demostrar el paper en apoptosi de TatD en organismes eucariotes
unicel-lulars, com en el llevat Saccharomyces cerevisiae’, en el parasit Trypanosoma
Brucei™, i en el parasit Leishmania’. En ambdds parasits, sota estimuls apoptotics TatD
és translocada del citoplasma al nucli on interacciona amb EndoG per tal de formar un

complex eficient en la degradacié de ’ADN.
2.2 Funcions no apoptotiques d’EndoG, ExoG i TatD
2.2.1 Endonucleasa G

La nucleasa EndoG és important per la correcta proliferacié en diferents organismes i
tipus cel-lulars. En C. elegans la reducciéo d’aquesta produeix un retras en la divisio
cel-lular durant el desenvolupament®. Pel que fa a S. cerevisiae, la deplecié d’endog
genera una acumulacié de cél-lules en la fase G2 del cicle cel-lular’’. En altres models
cel-lulars com en cél-lules endotelials i en 293T, quan es redueix I'expressié d’Endog
també es produeix una disminucié en la proliferacid, incrementant el nombre de cél-lules
presents en la fase G2/M’®7°. Malgrat aquests resultats inicials i degut a possibles efectes
off-target del sistema de silenciament, no queda clar si EndoG és realment rellevant pel
control de la proliferacié cel-lular. Els resultats del nostre grup recentment publicats
demostren que en els nostres models utilitzats es produeix un defecte en proliferacié que
genera una acumulacio de cél-lules en la fase G1/S. Concretament els models estudiats
sén: fibroblasts de pell Endog”, cél-lules Rat-1 transduides lentiviralment per shRNAs
d’Endog i cél-lules 293T Endog™ generades a partir del sistema CRISPR/Cas9%.

D’altra banda, en cél-lules post-mitdtiques com els cardiomiocits la reduccié d° Endog és
associada a un increment en la seva mida i en un augment en I'abundancia d’espécies
reactives de I'oxigen en el cor de ratolins. La hipertrofia dels cardiomiocits derivada de la
delecié d’Endog és depenent de ROS i probablement relacionada amb l'activacié de la via

MEF2 implicada en la transcripcié de gens hipertrofics®':

. Una possible explicacio a
lincrement de ROS és degut a la capacitat reduida de sintetitzar i mantenir 'ADN

mitocondrial per part de les cél-lules Endog”®".

Una de les altres funcions mitocondrials d’aquesta nucleasa sembla ser la reparacié de
’ADN danyat. Assajos in vitro mostren que EndoG presenta una major afinitat per ADN
amb dany oxidatiu®®. A més a més, EndoG es troba expressada principalment en teixits

amb un alt consum d’oxigen i, conseqlientment amb una major taxa de dany oxidatiu de
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I’ADN mitocondrial®*. Mutacions en el gen d’Endog en Drosophila causen anormalitats
morfologiques en les mitocondries i una major letalitat induides per I'exposicié a agents
reticulants®®. EndoG també s’ha trobat associada amb la proteina Fen1, endonucleasa

implicada en processos de reparacid, tant en C. elegans® com en humans®’.

A més a més, tot i ser una nucleasa mitocondrial s’han descrit funcions en el nucli.
Concretament, EndoG catalitza talls de doble cadena en regions riques en el nucledtid 5-
hidroximetilcitosina, iniciant la recombinacié homologa. Aquest procés és important en la
regulacié transcripcional i la pluripoténcia de les cél-lules mare®. Altres grups evidencien
que EndoG participa en la recombinacié o del virus simple de I'herpes®®, en el canvi de
classe d'immunoglobulines en cél-lules B% i en el reordenament de gens associats a la
leucémia mieloide/limfoide®’, entre d’altres. Recentment, s’ha descobert una nova funcié
nuclear d’EndoG proposant que participa en la maduracid de 'ARNm de hTERT® i

DNAsal®® en cél-lules del sistema immunitari.

Respecte al fenotip del ratoli deficient en Endog, proves conductuals d’aquest revelen una
nova funcié d’aquesta proteina en la regulacié de l'ansietat, essent menys ansiosos els
ratolins Endog” que els ratolins Endog**. EndoG s’expressa en totes les arees del cervell
perd esta especialment augmentada en l'estriat. Concretament, es troba localitzada en
compartiments pre-sinaptics i no en post-sinaptics. Juntament aquests resultats
suggereixen que EndoG podria regular I'ansietat mitjangant la modulacié de components

sinaptics™.
2.2.2 Endonuclease G-like 1 (ExoG)

ExoG té una funcié important en el manteniment de ’ADN mitocondrial sota una situacio
d'estrés oxidatiu en mioblasts proliferatius de ratoli. La sobreexpressié d’Exog incrementa
la resisténcia a estrés en aquests a través de 'augment en la integritat del genoma
mitocondrial®®. D’altra banda, ni el silenciament d’Exog en miotbuls® ni en cardiomiocits

neonatals de rata afecta a la integritat de 'ADN mitocondrial®®.

A més de participar en la integritat de 'ADN mitocondrial en mioblasts proliferatius, ExoG
participa en la regulacié de la mida dels cardiomiocits neonatals de manera depenent de
ROS, donat que el silenciament d'aquest gen indueix hipertrofia dels cardiomiocits
neonatals que pot ser revertida eliminant els ROS. Malgrat la induccié d’hipertrofia en els

cardiomiocits deficients per Exog, no s’indueix una activacié de les vies tipiques de
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senyalitzacioé d’hipertrofia tot i 'augment en I'emissié de ROS degut a un augment en la
respiracié mitocondrial®®. Malgrat aquest augment en la respiracid mitocondrial, una
deplecié prolongada d’Exog en cardiomiocits resulta en una disfuncié mitocondrial i aquest

fet s’agreuja amb I'estimulacié amb fenilefrina®’.

S’ha descrit un rol d’ExoG durant la replicacié de TADN mitocondrial, procés essencial pel
manteniment de les funcions d’aquest organul en cél-lules de mamifer. Durant la
replicacié de 'ADN mitocondrial, els primers d’ARN que es generen han de ser eliminats
abans que les cadenes d’ADN circular es tornin a unir. L’eliminacié de la major part dels
primers d’ARN la duu a terme la RNAsa H1 mitocondrial, perd aquesta deixa dos
ribunocledtids connectats a I'extrem 5’ de 'ADN naixent que sén eliminats posteriorment
per ExoG®. No obstant aixd, un grup independent mitjancant models cel-lulars no li
atribueixen cap funcié en la degradacié de 'ADN mitocondrial®®. En canvi, s’ha descrit un
rol d’ExoG en la degradacié de 'ADN mitocondrial en les cél-lules infectades pel virus de

I'herpes simple, important pel procés d’infeccié d’aquest’®.
2.2.3 TatD

TatD és codificada per I'operd Tat (twin-arginine translocation pathway), el qual codifica
per les proteines TatA, TatB, TatC i TatD en Escherichia coli. TatA, TatB i TatC es troben
unides a la membrana. Aquestes tres proteines formen un receptor essencial per unir i
transportar proteines plegades que presenten péptids senyal d’arginina des del citoplasma
fins al periplasma. En canvi, TatD és una proteina citoplasmatica a E. coli amb activitat
DNAsa depenent de Mg®*, no essencial en el transport de proteines en el sistema Tat'"
segons estudis realitzats in vitro. Malgrat no ser requerida en el transport, és essencial per
'eliminacid6 de proteines mal plegades essent una part del sistema de control de

qualitat'®.

En E. coli identifiquen TatD com un membre implicat en la reparaci6 de I’ADN.
Concretament, TatD és capag¢ de reparar nucledtids desaminats per I'accié oxidant del
peroxid d’hidrogen. Aixi doncs, la delecié d’aquesta nucleasa sensibilitza a les cél-lules a

la mort induida per perdxid d’hidrogen'®.

En les espécies de Plasmodium s’ha descrit TatD com un factor virulent en el parasit,
important en I'evasié del sistema immune. Una de les funcions de TatD en aquestes

espécies és contrarestar les trampes extracel-lulars formades per I'ADN i les proteases

32



Introduccio

alliberades per macrofags i neutrofils durant la infeccid de microbis. TatD es sintetitza en
el citoplasma del parasit, es trasllada a la membrana parasitdfora i es segrega fora de
I'eritrocit infectat. A més a més, la infectivitat dels parasits s’atenua significativament amb
la supressio del gen que codifica per la proteina TatD. Els ratolins immunitzats amb la
proteina TatD recombinant mostren una resisténcia important a la infeccié del parasit. Per
tant, en conjunt aquests resultats indiquen que TatD és important en la supervivéncia dels
parasits de la malaria en I'hoste i que podria ser una potencial candidata utilitzada per la

vacuna de la malaria'®1%

. El mateix grup demostra que TatD és important durant la fase
de desenvolupament sexual del parasit en el mosquit. Durant aquest periode TatD
s’expressa a la superficie dels gametocits masculins, femenins i de 'ooquinet. Anticossos
especifics contra TatD eviten la formacié del flagel del gametocit masculi i la conversié de

I'ooquinet a I'oocist'®.

Un altre estudi independent demostra que TatD és un factor de viruléncia en
Streptococcus pneumoniae. Aquest és un patogen bacteria que causa pneumonia i
septicémia en humans. TatD es troba associada a vesicules extracel-lulars amb activitat
DNAsa, que l'utilitza per degradar les trampes extracel-lulars dels neutrofils humans'.
Aquest estudi, juntament amb I'anteriorment descrit en Plasmodium evidencien la funcié

de TatD en I'evasi6 del sistema immune.

S’ha descrit que en el mateix locus gendmic de Tatd han trobat un ARN no codificant
(Long non-coding RNA; LncRNA) important per adhesio, proliferacid, migracio i invasio de
cél-lules d’'un tipus de cancer de pulmo6'”, carcinoma hepatocel-lular'® i cancer de
mama'®. No obstant aixd, la seqiiencia utilitzada pel silenciament en els articles
mencionats correspon a la ORF que codifica per la proteina Tatdn1. Aquest fet fa que no
es pugui diferenciar si I'efecte observat és degut al silenciament de la proteina o del
LncRNA.

L’activitat endonucleasa de TatD en el peix zebra és important en els processos de
decatenacié que tenen lloc durant la segregacié dels cromosomes. Donat la mala
segregacio dels cromosomes, s’atura el cicle cel-lular en la fase S. A més a més, la seva
disminucié produeix estructures aberrants de la cromatina i un augment de cél-lules
poliploides. L’analisi de I'expressiéo de TatD en aquest organisme revela que es troba
expressada principalment en I'ull, suggerint una funcié especialment rellevant en aquest

teixit. Concretament, la seva disminucio ocasiona defectes en el desenvolupament ocular i
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una mida reduida de I'ull en l'individu adult'®.

3. Proliferacio cel-lular: control del cicle i cancer

La divisio cel-lular consisteix en dos processos consecutius, caracteritzada principalment
per la replicacio de 'ADN i segregacié dels cromosomes replicats en dues cél-lules filles.
El cicle cel-lular eucariotic es divideix en 4 fases. La fase G1, on les cél-lules creixen i
poden entrar en la fase de sintesi, la fase S, on 'ADN nuclear es replica. Les cél-lules
sovint creixen també en la fase G2 del cicle i es preparen per entrar en la fase de la mitosi
(fase M). En la fase M, les cromatides germanes es separen i es distribueixen en les
noves ceél-lules filles. Es produeixen 4 estadis diferents durant la mitosi: la profase, la
metafase, I'anafase i la telofase. Acabada la fase de la mitosi té lloc la citocinesi, la qual
completa el programa de divisié cel-lular mitjangant la formacié de dues cél-lules filles
separades amb una membrana plasmatica i, depenent de les espécies, una paret

cel-lular',
3.1 Regulacié per les quinases depenents de ciclines

La transicié d’'una fase del cicle cel-lular a una altra es produeix de manera ordenada i
esta regulada per diferents proteines cel-lulars. Les proteines reguladores del cicle sén les
quinases depenents de ciclina (CDK), una familia de proteines quinasa que s’activen en
punts especifics dels cicle cel-lular. S’han detectat 5 CDKs actives durant el cicle cel-lular;
durant la fase G1 (CDK4, CDK®6 i CDK2), durant la fase S (CDK2) i durant la fase G2 i M
(CDK1)"2. Els nivells de les CDK es mantenen estables durant el cicle cel-lular, a

diferéncia de les proteines activadores, les ciclines.

Els nivells de les ciclines augmenten i disminueixen durant el cicle cel-lular i d’aquesta
manera activen a les CDK corresponents. Es requereixen diferents ciclines a les diferents
fases del cicle cel-lular. Les ciclines D (ciclina D1, D2 i D3) s’'uneixen a les quinases CDK4
i CDK6, complexes essencials per I'entrada a la fase G1 del cicle'®. Una altra ciclina
important en G1 és la ciclina E que s’associa amb CDK2 per regular la progressio de la
fase G1 a la fase S'™. La ciclina A s’'uneix a CDK2, complex requerit durant la fase S''°. A
finals de la fase G2 i principis de la fase M, es formen els complexes ciclina A amb CDK1
per tal de promoure I'entrada a la fase M. La mitosi esta regulada pel complex ciclina B
amb CDK1™"e17,
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L’activitat de les CDK pot ser inhibida per proteines inhibitories del cicle cel-lular,
anomenades inhibidors de les CDKs (CKI), que s’uneixen a la CDK o al complex ciclina-
CDK. S’han descobert dos families d’inhibidors de les CDKs, la familia INK4 i la familia
Cip/Kip. La familia INK4 inclou p15'8, p16'°, p18'%°, p19'®" que inactiven especificament
les CDKs de G1 (CDK4 i CDK6). Aquests inhibidors formen complexes estables amb la
CDK abans de la seva unié amb la ciclina, prevenint I'associaci6 amb la ciclina D. La
, P2
inhibidors inactiven els complexes ciclina-CDK. La familia Cip/Kip té una capacitat

1122 7123

segona familia d’inhibidors, la familia Cip/Kip, inclou p2 i p57'%*. Aquests
inhibitdria molt més amplia ja que soén capacos d’inhibir I'activitat de les quinases
depenents de Ciclina A, E, D i B.

3.2 Punts de control durant el cicle

Els punts de control durant el cicle cel-lular serveixen per assegurar una correcta divisio
de la cél-lula. Es troben tres punts de control durant el cicle cel-lular: el punt de control en
G1/S, en G2/M i el punt del control del fus.

El punt de restriccié de G1/S evita la duplicacié de 'ADN danyat i es troba regulat per
p53. ATM (ataxia-telangiectasia-mutated) i ATR (ataxia and rad3 related) sén dos
proteines quinasa que reconeixen el dany en I’ADN i en resposta a aquest fosforilen a
p53, la qual activa la transcripcié de gens, entre ells I'inhibidor p21 que s’uneix i inhibeix

als diferents complexes ciclina-CDK impedint aixi la progressi6 a la fase S'%°.

El punt de restriccié de G2/M evita I'entrada a la mitosi quan el dany en ’ADN té lloc
durant la fase G2. Durant el dany en 'ADN, les proteines quinasa Chk1 i Chk2 s’activen i
fosforilen a Cdc25 per tal d’'inhibir-la. Cdc25 és la fosfatasa encarregada d’hidrolitzar la
fosforilacio inhibitdria dels complexes ciclina-CDK. A més a més, Chk1 és capag¢ d’activar

la tirosina quinasa Wee1 que fosforila i inhibeix el complex ciclina B-CDK 126127,

El punt del control del fus detecta 'alineacié incorrecta dels cromosomes al fus mitotic i
atura el cicle cel-lular en la metafase. S’inhibeix la subunitat Cdc20 del complex promotor

de I'anafase (APC), resultant en la prevencio de la transicio de la metafase-anafase'?.
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3.3 Desregulacio6 del cicle cel-lular i cancer

En el cancer es produeixen alteracions fonamentals en el control genétic de la divisio
cel-lular, donant lloc a una proliferacié cel-lular sense restriccions. Les mutacions es
produeixen principalment en dues classes de gens: els proto-oncogens i els gens
supressors tumorals. A les cél-lules normals, els productes de proto-oncogens actuen a
diferents nivells al llarg de les vies estimulant la proliferacié cel-lular. Les mutacions en
proto-oncogens o oncogens poden promoure al creixement del tumor. La inactivacio de
gens supressors tumorals com pRb i p53 provoca una disfuncié en proteines que
normalment inhibeixen la progressio del cicle cel-lular. La desregulacié del cicle cel-lular
associada al cancer es produeix per mutacié de proteines importants en diferents nivells
del cicle cel-lular. En el cancer, s'han observat mutacions en gens que codifiquen per
CDKs, ciclines, enzims activadors de CDK, CKI, substrats de les CDK i proteines de

control'®.

3.3.1 Gen supressor tumoral PTEN

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome 10) és un gen
supressor tumoral localitzat en el cromosoma 10 en humans, mentres que en ratolins es
troba al cromosoma 19. Aquest gen també és conegut com MMAC1 (mutated in multiple
advanced cancers) o TEP1 (TGFp-regulated and epithelial cell-enriched phosphatase). Es
va descobrir quan diversos grups independents van observar que una regié del
cromosoma 10 era objecte de mutacions o en aquesta regié es patia una pérdua
d’heterozigosi en molts cancers humans, incloent glioblastomes, cancers d’endometri i de

prostata’30-"32,

Estructuralment, PTEN presenta dos dominis que sén requerits per la seva funcio; el
domini fosfatasa (domini catalitic) i el lloc d’'unié a la membrana lipidica (domini C2). Altres
dominis com el domini d’'unidé PDZ i la regié carboxi-terminal (conté sequéncies PEST)
poden contribuir a I'estabilitat i activitat de la proteina. A més a més, també presenta un
domini d’'uni6 al fosfatidilinositol (4,5)-bifosfat, domini PBD (PIP2 binding domain) (Figura
9).
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Figura 9. Estructura del supressor tumoral PTEN. PTEN és una proteina de 403 aminoacids
composada per 5 dominis funcionals: un domini d’unié a fosfatidilinositol-4,5-bifosfat PBD, un
domini fosfatasa, un domini C2, una cua carboxi terminal i un domini d’'unié6 PDZ'%,

PTEN és una fosfatasa lipidica que regula negativament la via de senyalitzacié PI3K/Akt.
Aquesta via és important en la proliferacié i supervivéncia cel-lular, sobretot en les

cél-lules que responen a la unié de factors de creixement.

3.3.1.1 Activitat de PTEN en la via PI3K/Akt/mTOR

La via de la PI3K/Akt (Figura 10) s’activa a través de diversos estimuls, incloent factors de
creixement, citoquines i hormones. També es pot activar a través de receptors acoblats a

proteines G™* o a través de la GTPasa Ras'®.

L’activacié de la via comenga quan s’uneixen els lligants als receptors tirosina quinasa
(RTK) transmembrana, fet que resulta en I'autofosforilacié de residus de tirosina en la
regio citoplasmatica del receptor i serveix d’anclatge pel domini SH2 (SRC-homology 2)
de p85, la subunitat reguladora de la PI3K (phosphoinositide 3-kinase). Aquesta interaccié
permet activar la subunitat catalitica de la PI3K, la subunitat p110. Una vegada activada la
PI3K, catalitza la fosforilaciéo de PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfat) per tal de generar el
segon missatger PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat). Aquests lipids recluten i anclen a la
membrana proteines que contenen dominis PH (plekstrin domain), com les proteines Akt i
PDK1 (3-phosphoinositol-dependent protein kinase-1). Una vegada posicionats a la
membrana, Akt és activada per la fosfosforilacio a la Thr308 mediada per PDK1 i la
fosforilacio a la Ser473 pel complex mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex
2). La proteina Akt fosforilada activa és transportada de la membrana cel-lular a altres
regions de la cél-lula per tal de fosforilar multiples substrats i aixi dur a terme la seva

funcio'e.

PTEN antagonitza la funcié de la PI3K a través de la defosforilacio de PIP3 a PIP2"’. La
pérdua de funcié de PTEN permet I'increment dels nivells de PIP3 i una activacié potent

de la proteina PDK1 i Akt estimulant el creixement i la supervivéncia'3>138139,
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Figura 10. Esquema de la via de senyalitzacié de la PI3K/Akt. El receptor tirosina quinasa (RTK)
recluta a la PI3K que fosforila a Ptdins (4,5) P2 a Ptdins (3,4,5) P3, que activa a Akt a través del
reclutament de PDK1, permetent aixi I'activacié de la via i estimulant la supervivéncia cel-lular.
PTEN antagonitza la funcio de la PI3K defosforilant les Ptdins (3,4,5) P3 a Ptdins (4,5) P24,

3.31.2 PTEN i carcinoma d’endometri

El carcinoma d’endometri (endometrial carcinoma, EC) és el cancer genital més freqlent i
representa la quarta neoplasia més comu entre dones de paisos desenvolupats''. El 67%
de cancers uterins s’originen a partir de les glandules endometrials, motiu pel qual
s’anomena adenocarcinoma d’endometri'*?. Els cancers d’endometri es troben classificats
en dos categories diferents depenent de les caracteristiques cliniques, metabdliques i
endocrines’®. Els tumors de classe |, son tumors de baix grau i generalment benignes
associats amb un excés d’estrogens, obesitat i una hiperplasia endometrial. En canvi, els
tumors de tipus Il sén tumors més agressius, no presenten ni desordres metabdlics ni

endocrins i estan associats a un endometri atrofic.

D’altra banda, a nivell histologic el cancer d’endometri es pot classificar com
endometrioide, serds, carcinosarcomes i carcinomes de cél-lules clares. Majoritariament,
els tumors de tipus | son endometrioides (ECC, endometriod endometrial carcinoma),
expressen alts nivells de receptors d’estrogen i progesterona i es diagnostiquen en estadis
inicials en dones perimenopausiques. Els tumors de tipus Il sén no endometrioides
(NECC, non endometriod endometrial carcinoma), generalment de tipus serds, expressen
baixos nivells de receptors hormonals i sén diagnosticats en estadis avancgats de la
malaltia en dones post-menopausiques. Els tumors més freqlients sén els tumors de tipus

| (85%) ja que els tumors de tipus Il només suposen un 15 % dels casos'*.
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Figura 11. Carcinoma d’endometri. A) Representacié d’un carcinoma d’endometri de tipus
endometrioide. El tall histoldgic (dreta) mostra una citoarquitectura glandular normal, indicador de
que el tumor és ben diferenciat. B) Representacié d’'un carcinoma d’endometri no endometrioide.
S'aprecia una citoarquitectura aberrant tipica d’'un tumor d’alt grau'#4.

Les alteracions moleculars entre els tumors de tipus | i de tipus Il son diferents. Pel que fa
als tumors de tipus |, estan preferencialment associats a mutacions en PTEN, KRAS,
CTNNB1 i PIK3CA, i inestabilitat de microsatel-lit. En canvi, els tumors de tipus |l mostren

inestabilitat cromosdmica, mutacions en p53 i amplificacions de 'oncogen HER2'44:145,

En el 80% dels tumors endometriodes el gen supressor tumoral PTEN, regulador negatiu
de la via PI3K/AKT/mTOR, és mutat o delecionat’*®. Les mutacions en PTEN s’han
detectat en el 55% de pacients amb hiperplasia endometrial’*"'* i un conjunt de ratolins
heterozigots per Pten desenvolupen tumors endometrioides'**'*°. Per tant, s’ha proposat
la pérdua de funcié de PTEN com un esdeveniment preco¢ en la patogénesi del cancer
endometrioide. A més a més, altres components de la via PI3K/AKT/mTOR sén
freqientment mutats en aquests tipus de cancer. Per exemple, PIK3CA, que codifica per
la subunitat catalitica de la PI3K (p110), és mutada en el 52%, PIK3R1, que codifica per
la subunitat reguladora de la PI3K (p85), és mutada en el 43%, i KRAS que és mutada en

el 43% dels cancers endometrials’®'-1%4,
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3.31.3 Estudi de PTEN en models animals

Els models de ratoli knock-out (KO) de Pten han proporcionat evidéncies sobre el paper
de PTEN en carcinogénesi. Ratolins amb la deleci6 monoal-lélica de Pten (Pten*)
desenvolupen neoplasmes en multiples organs, incloent 'endometri, mama, prostata,
tracte gastroinstestinal, teixits limfoides i de la tiroides'#®'%%'%¢_ Els ratolins Pten™ sén una
bona eina per modelar el fenotip neoplasic observat en individus amb PTHS (PTEN tumor

)%, Malauradament, la letalitat embrionaria dels ratolins amb

hamartoma syndromes
I'excisio bial-lélica de Pten ha limitat I'estudi de I'eliminacié completa del gen en el
desenvolupament del cancer. Aquesta limitacio es va resoldre a través de la generacié de
ratolins KO condicionals de Pten, que presenten ambdods al-lels flanquejats per llocs
loxP™’. Per tal de generar la deleci6 de Pten de manera controlada espacialment i
temporalment, els ratolins KO condicionals es van creuar amb soques de ratolins que
expressen la recombinasa Cre sota un promotor especific de teixit o induible. Aquesta

estratégia va permetre I'eliminacié bial-lélica de Pten en diferents tipus cel-lulars o

158,159 163,164
)

, com la glandula adrenal, glandula mamaria'’, tiroides'®?, prostata
166

organs

165

astrocits'™ o hepatocits

El control temporal en la delecié de Pten va ser aconseguit mitjangcant el creuament del
ratoli condicional KO de Pten amb el ratoli que expressa la recombinasa Cre induible per
tamoxifé (Cre-ERT)'®"1%® sota el control del promotor Rosa26 (R26Cre-ERT)'®. En aquest
model animal, el tamoxifé causa la delecié de Pten en un ampli espectre de cél-lules,
permetent el desenvolupament de multiples tumors. Malgrat haver molts models
disponibles amb la delecié especifica de teixit, el nombre de models animals per ambdos
tipus de delecions, delecid especifica del tipus cellular i induible, és limitat.
Especificament en I'uter, la delecié bial-lélica de Pten es va aconseguir mitjangant el
creuament del ratoli condicional KO de Pten amb un ratoli que expressa la Cre sota el
promotor del receptor de la progesterona (PR-Cre)'°. El ratoli transgénic PR-Cre permet
la delecié de Pten en totes les cél-lules que expressen el receptor de la progesterona,
incloent cél-lules de I'estroma i de I'epiteli endometrial. Similarment, I'activacié de la Cre
induida per tamoxifé en el ratoli R26Cre-ER" resulta en la delecid de Pten en els

compartiments epitelials i estromals’®.

En aquest treball utilitzem un model de ratoli induible per tamoxifé i amb la deleci6
condicional de Pten. L’ expressio de Cre es troba sota el promotor de I'actina de pollastre

(CAG, chicken actin promoter) que principalment permet la deleci6 en cél-lules epitelials,
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perd no en ceél-lules estromals ni hematopoiétiques. Aquesta delecié especifica causa
desenvolupament d’hiperplasies i neoplasies en teixits com I'endometri, la prostata i la
tiroides, perd no en altres teixits epitelials. Per tant, aquest model és una eina util per
estudiar els mecanismes moleculars relacionats a la carcinogénesi deguda a la pérdua de
Pten'"".
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Hipotesi | Objectius

Resultats previs del nostre grup mostren que la nucleasa EndoG és la principal executora
de la degradacié de 'ADN nuclear en cardiomiocits durant la isquémia, un model de mort
independent de caspases®®. A més a més, hem demostrat que EndoG també participa en
processos no relacionats amb la mort cel-lular. Concretament, hem trobat que EndoG té

un paper en la regulacié del creixement dels cardiomiocits'’

i en la proliferacié de
cél-lules somatiques, incloent els cardiomiocits (Blasco N et al., resultats no publicats).
Les nostres dades prévies també mostren que els efectes sobre la proliferacié cel-lular
deguts a la manca d’EndoG en cardiomiocits es relaciona amb canvis en la fosforilacio de
Akt/PKB (Blasco et al., resultats no publicats). D’altra banda, estudis d’altres grups han
mostrat que la nucleasa ExoG, un paraleg d’EndoG en eucariotes superiors® i la nucleasa
TatD, al igual que EndoG, son rellevants durant el procés de mort cel-lular en C.
elegans'®. En base al qué s’ha publicat sobre EndoG, ExoG i TatD, i els resultats previs
del grup que hem exposat anteriorment, la nostra hipodtesi de partida és que les nucleases
mitocondrials EndoG, ExoG i la nucleasa TatD tenen funcions importants en el dany a
'ADN durant la mort cel-lular, perd també sén importants en la regulacid d’aspectes

rellevants de la biologia cel-lular com el creixement i la proliferacié.

Els objectius generals d’aquest treball son:

1. Caracteritzar els nivells d’expressio I’ ENDOG/Endog en linies tumorals humanes i
models tumorals de ratoli, quantificar I'efecte del silenciament d’ ENDOG/Endog

sobre la proliferacié cel-lular i identificar les vies de senyalitzacié afectades.
2. Caracteritzar I'expressio d’Exog a nivell tissular i cel-lular, i analitzar els seus
efectes sobre la degradacioé de I'ADN, el creixement cel-lular i la proliferacié, tant

en cél-lules normals com en un model de tumor depenent de PTEN.

3. Caracteritzar el fenotip del ratoli deficient en TatD (Tatdn1 knockout).
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Materials i Métodes

1. ANIMALS D’EXPERIMENTACIO

1.1 Consideracions previes

Els métodes experimentals utilitzats en els animals de laboratori s’han regit seguint les

recomanacions recollides en les seguents disposicions legals:

o Llei 5/1995, de 21 de juny, de la Generalitat de Catalunya, de proteccié dels
animals utilitzats per a experimentacio i per a altres finalitats cientifiques.

o 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 experimentacio i altres finalitats cientifiques.

e Directiva ECC 63/2010, de 22 de setembre, del Parlament Europeu sobre la

proteccié d’animals utilitzats amb fins cientifics.

A més, el present treball ha estat aprovat pel Comité Etic d’Experimentacié Animal de

la Universitat de Lleida.

1.2 Animals

Els animals han tingut disponibles el menjar i l'aigua ad libitum. La temperatura de

I’estabulari era de 21°C amb un cicle de llum/foscor de 12:12.
1.2.1 Rates Sprague-Dawley

Les rates Sprague-Dawley neonatals de 2 -3 dies d’edat s’han utilitzat per realitzar cultius
primaris de cardiomiocits. També s’han emprat aquestes rates neonatals juntament amb

rates adultes de 11 mesos per extreure diferents teixits d’aquestes.

1.2.2 Ratolins Endog™”

Els ratolins Endog” van ser generats pel laboratori del Dr. Michael Lieber de la Universitat
de California del Sur, els quals van descriure que I'eliminacié d’Endog no causava cap

efecte en el nombre de copies de 'ADN mitocondrial, ni en I'estructura ni en el rang de
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mutacions al llarg de les 5 primeres generacions. El ratoli Endog™ era viable i no mostrava
anormalitats anatdmiques o histoldgiques relacionades amb I'edat o generacionals. El
vector utilitzat va ser construit amb un casset d’expressié de la neomicina que servia de
separacio entre els dos blocs de la seqlencia homologa a Endog. El primer bloc
d’homologia compren I'exd 1 i intr6 1 del gen d’Endog. El segon bloc compren I'intré 2 i
l'ex6 3 del gen d’Endog com els exons 10, 11 i 12 d'un gen superposat. Es van
electroporar cél-lules mare amb el vector linealitzat i el resultat va ser la substitucio de
'exd 2 d’Endog pel casset de la neomicina. Posteriorment, es van seleccionar els clons
resistents a la neomicina i aquests van ser utilitzats per ser injectats als blastocists. Els
ratolins quimeérics van ser creuats amb ratolins C57BI/6J per tal d’assegurar la transmissio

a la linia germinal.

1.2.3 Ratolins Pten”’ i Endog™

Per tal de generar aquesta nova soca de ratoli el nostre grup ha col-laborat amb el grup
del Dr. Xavier Dolcet, el qual ens ha proporcionat el ratoli homozigot floxejat per I'ex6 5 de
Pten (ex6 que codifica pel domini fosfatasa de la proteina) que expressa la recombinasa
Cre-ER™" de forma induible per tamoxifé. S'utilitza aquest ratoli knock-out condicional ja

que I'eliminacio dels dos al-lels de Pten genera letalitat embrional.

Mitjancant el creuament del ratoli Pten condicional amb el ratoli transgénic expressant una
Cre-ER induible per tamoxifé sota el control del promotor de la beta actina de pollastre
(CAG), van generar un model de ratoli que permetia la delecié temporal de Pten, on
'administracié d’una unica dosi de tamoxifé resultava en la deleci6é de Pten principalment
en les ceéllules epitelials, perd6 no en cél-llules estromals, mesenquimals ni

hematopoiétiques.

El mecanisme d’accié del tamoxifé és a través de la unié amb la proteina de fusié entre la
Cre i una forma mutant del domini d’'unié a lligant del receptor d’estrogens muri (ERT).
Aquesta proteina de fusié no s’uneix a estrogens endogens, de manera que es manté en
el citoplasma en abséncia de tamoxifé. Una vegada s’injecta el tamoxife, aquest s’'uneix a
la proteina de fusié Cre-ER', i s’indueix la translocacié cap al nucli on actua com a

recombinasa sobre els llocs loxP.
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Aixi doncs, el nostre grup ha creuat I'animal floxejat per Pten expressant Cre-ER" *- amb
els ratolins Endog” . Els ratolins knock-out per Endog tenen fons genétic C57BL/6J, i van

ser generats pel laboratori del Dr. Michael Lieber de la Universitat de California del Sur’".

Per tal d’obtenir els ratolins portadors dels dos al-lels floxejats per Pten, una simple copia
de Cre-ER™" | i les dues copies eliminades del gen d’ Endog, s’han creuat entre si els
animals obtinguts en la primera generacié: Cre-ER""Pten”*Endog”~ amb Cre-ER™
Pten"* Endog™".

Una vegada obtinguts els ratolins amb els diferents genotips desitjats; Cre-ER"" Pten™"

Endog™, Cre-ER"" Pten" Endog**, Cre-ER” Pten" Endog™*, Cre-ER” Pten" Endog™ ;

s’injecta intraperitonealment el tamoxifé d’1 mg a les 4-5 setmanes d’edat.

1.2.4 Ratolins Tatd™”

L’estratégia de disseny dels plasmidis necessaris i la generacié del ratoli floxejat per Tatd
va ser encomanada a I'Institut Australia de Medicina Regenerativa (ARMI) adscrit a la

Universitat de Monash a Melbourne, Australia.

En primer lloc es prepara el plasmidi ’ADN que permetra introduir les sequéncies loxP
flanquejant I'ex6 3 de Tatd. En la Figura 12A, de forma molt esquematitzada es troba
representat I'al-lel wild type i el de l'al-lel floxejat en el que s’ha insertat la construccio
generada per recombinacié homologa, on es flanqueja I'ex6 3 de Tatd per llocs loxP, que
seran reconeguts i tallats més endavant per la nucleasa Cre. El protocol s’inicia mitjangant
la clonacié del gen de Tatd en el vector BAC (cromosoma artificial de bacteris) i a
continuacio es subclona una part del clon Tatd en un plasmidi d’alt nombre de copies. En
el subclon de Tatd s’insereix un casset loxP-neo-loxP, que porta un gen que confereix
resisténcia a la neomicina, el qual és tallat per Cre deixant només un lloc loxP al subclon.
Finalment s’insereix un casset FRT-neo-FRT-loxP en el subclon de Tatd-loxP creant el
constructe knock-out per Tatd. La diana FRT sera reconeguda posteriorment per la

recombinasa FLP1 que permetra I'eliminacié del gen neo.

Una vegada dissenyat i preparat el constructe, s’utilitzen cél-lules mare embrionals (ES)
per tal d’introduir la modificacié genética mitjangant electroporacié. Es seleccionen les
cél-lules ES amb antibidtic G418, donat que el constructe conté la casset de resisténcia a
la neomicina. S’expandeixen els diferents clons seleccionats i mitjangant analisis d’ADN

s’identifica si hi ha hagut recombinacié homologa del vector.
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A continuacid, s’injecten les cél-lules embrionals modificades en els blastocits acceptors i
s’implanten en la mare adoptiva. Els animals que neixen es denominen quimeres degut a
que deriven de dos tipus de cél-lules mare, les originals i les modificades. Es creuen
ratolins quimera amb ratolins C57BL6 per tal de transmetre el gen a la linia germinal.
S’identifica la progénie que ha incorporat el gen a la linia germinal amb el color del pel del
ratoli, ja que les cél-lules embrionaries genéticament modificades procedeixen d’animals
amb un color de pél diferent als blastocits als que s’injecten aquestes cél-lules. Finalment
es creuen els animals heterozigots entre si per tal de generar una linia de ratoli

homozigotica (Figura 12B).

La delecié de I'exd 3 resulta en I'aparicié d’'un codé de terminacioé prematur en el transcrit

d’ARN, la qual cosa impedeix la traduccio de la proteina (Figura 12C).
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Wild type

ATG Exon 2

5.7 Kb

5.7 Kb

Al-lel

Exon 3 Exon 4

4.7 Kb

LoxP LoxP
FRT FRT
Xbal BsrGl BamHI
BamHI
Exon 4 47Kb
PGK-Neo

diana

C

% Electroporacioé ES

/

3 Inje_ccié blastocist

V
y

G418 7 dies

" Quimera
C57BL6

Transmissio

I|n|agermmal !%(‘
~

Creuar per obtenir -
I’al-lel en
homozigosi

Wild type transcript

atgagtctcttcaagtt

MSLFXKPFVDTIGTINILTTZDPMTFTRSGEG

atgacttacaagatgtaatagagagaqctatc

I YRGVQKHQDIDLOQDTVTIETRIZ ATI
cagattggtgttaaaaa
Q I GVEERFMITOGGSLOQDSZEKTDA
catgtttttcagtac tcaccccacqaga
L QLAQTNDMPFESTYVYGCHEPTR

Exon 3 deletion

atgagtctcttcaagttc

MSLFXKPFVDTIGTINTLTUDPMTFTRGEG

I YRGVQKHQV YDHRTWETSTPRDQQ
catgtttttcal agt tca

Figura 12. Procés de generacié del ratoli Tatd™?. A) Esquema dels al-lels wild type, on s’indica

la ubicaci6 escollida per incloure la dina loxP i el g

en de resisténcia a la neomicina); i knock-out de

Tatd, on s’indiquen les dianes loxP (blau), FRT (verd) i el gen de resisténcia a la neomicina (groc)
amb el promotor (lila) i la sequéncia poliA (vermell). B) Esquema general d’obtencié d’'un ratoli
knock-out per un gen en concret. C) Esquema dels transcrits i sequiéncia d’aminoacids resultants

de 'eliminacio de I'exé 3 de Tatd.
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Un cop obtinguts els ratolins homozigots floxejats per I'exé6 3 amb el casset de la
neomicina, aquests s’envien al Servei d’Experimentacié Animal del Parc Cientific de

Barcelona (PCB) on es realitzen els creuaments posteriors per obtenir els animals KO.

Amb la finalitat d’eliminar el gen de resisténcia a antibiotic, el ratoli floxejat és creua amb
el ratoli ROSA-FLPe (linia B6.129S4-Gt(ROSA)26Sortm1(FLP1)Dym/RainJ, fons genétic
C57BL/6 adquirit a Jackson Lab.) que expressa el gen de llevat per la recombinasa FLP1
induit pel promotor Gt(ROSA)26Sor. La recombinasa FLP1 reconeix les sequéncies que
flanquegen el gen de la neomicina (sequéncies FRT). Una vegada eliminada la neomicina
del genoma del ratoli transgénic, aquest es creua amb el ratoli transgénic que porta el
gen cre (linia CAG-Cre B6.Cg-Tg(CAG-cre)CZ-MO20sb adquirit a RIKEN), una
recombinasa que reconeix les sequéncies loxP que flanguejen I'ex6 3 de Tatd, de manera
que aquest sera eliminat. Els al-lels que es generen després d’ambdés creuaments

explicats es troben en la Figura 13.

Tatd loxP™ Neo ~ x ROSA FLPe

Al-lel condicional després del creuament

Tatd loxP™ Neo” x CAG-Cre

Al-lel knockout després del creuament

Figura 13. Esquema dels al-lels condicionals resultants després dels creuaments amb el
ratoli transgeénic flipasa | ratoli transgénic CAG-cre.

-

=l

1.3 Genotipatge de ratolins

Els animals es sexen i es deslleten als 21 dies de vida, moment en el que es procedeix
amb el genotipatge d’aquests. Es marquen amb un codi de talls a les orelles i s’agafa una
petita biopsia de la cua. A continuacid, es digereix la cua amb un tampé que conté 100
mM de Tris pH=8.5, 200 mM de NaCl, 5 mM de EDTA, 0.2% de SDS i proteinasa K a 10
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mg/mL. La reaccié té lloc a a 55°C durant 4 hores amb agitacié. Una vegada digerida la
cua, es precipita ’TADN amb etanol al 100%. Per acabar, es dissolt ’TADN amb aigua i es

realitza la PCR amb els primers corresponents (Taula 1).

Taula 1. Genotipatge dels animals generats en I’estudi.

T2(°C) Temps Cicles Genotip Mida

(bp)
CTACTCTTAAAGACAGCCTTCC 95 3 min 1 loxP** 441
neO+l+
Fwd GGTGGATGTGGAATGTGTGC 95 30 sec loxP** 400
neo™
Rev CTTTATTTCTCAGATGTGTGGGC 60 30 sec 35 loxP” 270
72 45 sec
72 2 min 1
Fwd AGGTTCGTTCACTCATGGA 95 2 min 1 Cre” -
Rev TCGACCAGTTTAGTTACCC 95 1 min Cre*™* 250
55 1 min 30
72 1 min
72 10 min 1
Fwd GGGCTCCAGGTTCAGTGAGAG 95 3 min 1 Tatd"* 270
Rev CTTTATTTCTCAGATGTGTGGGC 95 1 min Tatd” 500
Fwd CTACTCTTAAAGACAGCCTTCC 60 1 min 35
72 1 min
72 10 min 1
Fwd ACGAACCTGGTCGAAATCGTGCG 94 2 min 1 Cre” -

Rev CGGTCGATGCAACGAGTGATGAG 94 45 sec Cre*- 350
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Fwd

Rev

Fwd

Rev

Fwd

Rev

1.4 Tests de comportament de ratolins Tatd”-

CAAGCACTCTGCGAACTGAG

AGGTTTTTGAAGGCAAGATGC

CAGCTTGACGCGAACTTACC

CTCACGTGACTGTAACCTG

CTTGGGTGGAGAGGCTATTC

AGGTGAGATGACAGGAGATC

65

72

72

94

94

60

72

72

94

94

64

72

94

58

72

72

45 sec

45 sec

5 min

3 min

30 sec

1 min

2 min

2 min

3 min

20 sec

30 sec

35 sec

20 sec

30 sec

35 sec

2 min
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32
1
1 Pten**
Pten™
32
1
Endog**
12 Endog™
-0.5%c
17

1

Degut als resultats obtinguts a I'estudi d’expressié génica comparativa entre ratolins wild

type i Tatd KO realitzat amb mostres de cor i cervell (array, apartat 3.9), es va decidir

realitzar un estudi neuro-comportamental per avaluar si hi havia canvis en I'estat de salut

neurologic general, ansietat, activitat locomotora, simptomatologia depressiva, coordinacio

motora i diversos tipus d’aprenentatge i memoria dels ratolins Tatd”. Aquesta part del

treball es va realitzar en col-laboracié amb el grup de Fisiopatologia i Tractament de les

Malalties Neurodegeneratives coordinat pel Dr. Albert Giralt a Barcelona on vaig estar

realitzant la meva estada.
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En concret, els diferents tests realitzats van ser els seguents: camp obert, NORT, plus
maze, rotarod acceleratiu, T-SAT, forga d’adheréncia, evitacié passiva i test de natacié

forgada, tots representats de manera molt esquematica en la Figura 14.

Al final de cada assaig, s’elimina qualsevol defecacid i es neteja I'aparell amb etanol al
70%. Els animals so6n rastrejats i gravats amb el software SMART junior (Panlab,

Espanya).

1.4.1 CAMP OBERT/ NORT
Per tal d’estudiar I'activitat locomotora espontania s’ha utilitzat el test del camp obert. Es
situen els animals en el centre de I'aparell i se’ls permet explorar lliurement durant 30 min

mentre s’enregistra el seu moviment.

El test de reconeixement de nou objecte (NORT) s’ha usat per analitzar la memoria de
reconeixement. Durant el primer dia els ratolins s’habituen a la zona en abséncia
d’objectes (camp obert). En el dia d’entrenament, dos objectes idéntics es presenten a
cada ratoli durant 10 minuts. Al dia seglent, es canvia un dels objectes coneguts i se
n’incorpora un de nou i es deixa als ratolins explorar els dos objectes durant 5 minuts. Es

mesura la preferéncia d’explorar el nou objecte introduit en 'assaig.

1.4.2 PLUS MAZE

Per tal d’analitzar I'ansietat del ratoli s’ha utilitzat el plus maze. Aquest laberint esta fet de
fusta i esta composat per dos bragos oberts oposats (30 x 8 cm), i dos bragos tancats
oposats (30 x 8 cm) amb parets de 15 cm d’algada. L’aparell es troba a 50 cm del terra.

Cada ratoli es col-loca a la zona central i es grava el seu comportament durant 5 min.

Es registra el temps dedicat als bragos oberts ja que normalment es correlaciona amb

nivells baixos d’ansietat.

1.4.3 T-SAT

El test T-maze spontaneous alternation task (T-SAT) s’ha utilitzat per estudiar la memoria
espacial. L'aparell esta fet de fusta i esta composat per tres bragos, dos d’ells situats a
180° I'un de l'altre, i el tercer, situat a 90° respecte als altres dos. Tots els bracos mesuren
45 cm de llargada, 8 cm d’amplada i estan tancats per una paret de 20 cm. El bra¢ que

esta situat a 90° respecte als altres dos és el brag d'inici del test i es separa de les altres
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zones perqué esta tancat per una porta de fusta. També estan situades dos portes
idéntiques en les entrades als bracos situats a 180°. El laberint esta elevat 60 cm per
sobre del terra. En la prova d’entrenament, un dels bragos esta tancat (bra¢ nou). Es
col-loca el ratoli en el bra¢ d’inici i se li permet explorar aquest brag i I'altre bra¢ que té
disponible (brag¢ familiar) durant 10 minuts. Transcorreguts els 10 minuts, es retorna el
ratoli a la seva gabia. Al cap d’1 hora, es col-loca el ratoli al bra¢ d’inici i se |i deixa
explorar els tres bragos durant 5 minuts. Els animals haurien de mostrar una menor

tendéncia a entrar al brag que els resulta més familiar.

1.4.4 ROTAROD ACCELERATIU
En aquest test s’avalua I'aprenentatge motor dels animals. Els animals es col-loquen en el
rotarod (30 mm de diametre). La velocitat de rotacié augmenta gradualment de 4 a 40
rom. al llarg de 5 min. Es registra la laténcia del temps quan I'animal és incapa¢ de
mantenir-se amb l'increment de velocitat i cau. Es realitzen 4 assajos al dia durant 3 dies
consecutius. Entre els diferents assaigs es deixen descansar els animals durant 30

minuts.

1.4.5 FORCA D’ADHERENCIA
S’avalua la forca muscular del ratoli. Es col-loca el ratoli damunt d’'una quadricula,

aquesta es gira i durant un minut es mesura la laténcia que té el ratoli a caure.

1.4.6 TEST DE NATACIO FORCADA
Aquest test s'utilitza per analitzar la desesperacié conductual. Els ratolins es posen dins
d’'un cilindre ple d’aigua durant 6 minuts. Es mesura el temps que es manté nadant cada

ratoli fins que es dona per vencut.

1.4.7 EVITACIO PASSIVA
El test d’evitacié passiva és utilitzat com a indicador de memodria associativa. Aquest test
s’ha dut a terme mitjangcant un aparell format per dues cambres. Una de les cambres és
il-luminada amb llum blanca i l'altra es troba a les fosques, ambdues connectades per una
porta corredissa. Primerament es posa el ratoli en la cambra il-luminada amb la porta
corredissa tancada, per tal de separar la cambra fosca de la il-luminada. Transcorreguts
10 segons, s’obre la porta. Un cop el ratoli entri completament a la cambra fosca (amb les
quatre potes dins), la porta que separa les cambres es tanca. Es registra la laténcia del

ratoli a entrar a la cambra fosca en el moment que s’obre la porta que connecta les dues
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cambres i tarda en creuar. Immediatament després de tancar la porta, I'animal rep un xoc
de dos segons (1mA d’intensitat). Vint segons després del xoc, es retira el ratoli de la
cambra fosca i es torna a posar a la seva gabia. Passades les 24 hores de I'entrenament,
es torna a posar el ratoli a la cambra il-luminada durant 10 segons, s’obre la porta i es
calcula de nou el temps que tarda en travessar a la cambra fosca (amb temps maxim de

10 min). Durant aquest test no es produeix cap xoc.

A B C

Dia 1: Entrenament Dia 2: Prova

/
/

.

\ER. /}LU el

D F
Entrenament Prova
) ]
G H
k/f- __,>“ Dia 1: Entrenament
o AT
- .

@

Figura 14. Representacié esquematica de les proves de comportament realitzades. A) Camp
obert. B) Test de reconeixement de nou objecte. C) Plus maze. D) T-maze spontaneous alternation
task. E) Rotarod acceleratiu. F) Forca d’adheréncia. G) Test de natacié forgada. H) Evitacio
passiva.

2. BIOLOGIA CEL-LULAR

2.1 Cultius cel-lulars
Totes les cél-lules amb les que s’ha treballat es cultiven en un incubador sota una
atmosfera humida a 37°C i 5% de CO,. Els medis de cultiu i suplements que s’utilitzen sén
de GIBCO Invitrogen: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) amb L-glutamina
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(#25030-024), Fetal Bovine Serum (FBS #10270-106) inactivat per calor a 56°C durant 30
minuts i Horse Serum (HS #26050-088), , piruvat sddic 100 mM (#11360-039), Non-
essential  Aminoacids  (NEAA)  (#11140-035), HEPES 1M  (#15630-056),
Penicil-lina/Streptomicina (P/S) (#15140-122) i tripsina-EDTA (#25200-056).

2.1.1 Linies cel-lulars tumorals humanes.
Les linies tumorals humanes utilitzades en aquest treball han estat cedides pels grups de
Patologia Oncolodgica de I'IRBLleida i Oncologia i Hematologia de 'IDIBAPS (Barcelona).
S’han utilitzat linies d’adenocarcinoma d’endometri, de carcinoma fol-licular i anaplastic de
tiroides, d’adenocarcinoma de colon i leucémia limfatica cronica (LLC) (Taula 2). Totes les

linies creixen de forma adherent excepte la linia de la leucémia limfatica cronica (MEC-1).

Pel que fa al protocol de manteniment és el mateix per totes les linies excepte la linia
MEC-1 ja que aquestes al créixer en suspensid no requereixen de la disgregacié amb
tripsina. En referencia a les altres, es renta la placa amb tampé fosfat sali (PBS 1X).
Seguidament, s’afegeix Tripsina-EDTA amb la finalitat de desenganxar les cél-lules de la
placa, s’inactiva la tripsina amb medi amb sérum i es centrifuga a 1000 rpm durant 4
minuts per recollir les cél-lules. Finalment, es sembren en plaques de cultiu en la dilucié

adequada a cada linia (Taula 2).

El manteniment de la linia limfatica cronica consisteix en recollir les cél-lules de la placa
en un tub estéril de 15 mL. S’afegeix 6.4 mL de medi en els tubs nous i 1.6 mL de cél-lules

provinents del tub amb la suspensio cel-lular.

Taula 2. Caracteristiques i manteniment de les linies cel-lulars tumorals

IK Adenocarcinoma d’endometri 1/5
MFE Adenocarcinoma d’endometri 1/3
HEC-1-A Adenocarcinoma d’endometri 1/4
FTC-133 Carcinoma fol-licular de tiroides 1/2
Cal-62 Carcinoma anaplastic de tiroides 1/5

HT-29 Adenocarcinoma de colon 1/4
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CACO-2 Adenocarcinoma de colon 1/5

MEC-1 Leucémia limfatica cronica 1/5

El requeriment nutricional varia entre aquestes linies cel-lulars, per aquest motiu, s’adjunta

la Taula 3 dels medis utilitzats per cada una d’elles.

Taula 3. Medis utilitzats en les linies cel-lulars tumorals

500 mL DMEM 500 mL RPMI 500 mL DMEM 500 mL IMDM

55mL FBS (10%) 55 mL FBS (20%) 100 mL FBS (10%) 50 mL FBS (10%)

2mL P/S 5mL P/S 4 mL P/S
5 mL HEPES 5 mL HEPES 5mL NEAA
5 mL sodi piruvat 5 mL sodi piruvat

2.1.2 Linia cel-lular HEK293T
Es una linia cel-lular humana derivada de cél-lules de ronyé embrional. Hem utilitzat
aquesta linia per la seva capacitat d’'empaquetar i produir particules lentivirals aixi com a
estudis de proliferacio cel-lular. Es cultiven amb medi DMEM suplementat amb 10% de
FBS, 1:500 penicil-lina/ estreptomicina (P/S), 1:100 NEAA, 1:100 piruvat sodic i es
mantenen en una atmosfera humida al 5% de CO,. Per tal de mantenir aquesta linia
cel-lular, es renta la placa amb tampé fosfat sali (PBS 1X). Seguidament, s’afegeix
Tripsina-EDTA amb la finalitat de desenganxar les cél-lules de la placa, s’inactiva la
tripsina amb medi amb sérum i es centrifuga a 1000 rpm durant 4 minuts per recollir les

cél-lules. Finalment, es sembren en plaques en la dilucié desitjada (dilucié habitual 1/10).

2.1.3 Linia cel-lular Rat-2
La linia cel-lular Rat-2 és una linia cel-lular de rata derivada de fibroblasts 3T3 resistent a

la 5’-bromodesoxiuridina. Aquesta linia es transfecta facilment per ADN exogen.
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Creixen en medi DMEM #41965 (4,5 gr/l glucosa) suplementat amb 10% FBShi, 1TmM de
Piruvat Sodic (GIBCO), 1% d’aminoacids no essencials (GIBCO) i 1% d’antibiotic
penicil-lina/estreptomicina (P/S). EI manteniment d’aquesta linia es realitza dues vegades
per setmana, realitzant els seguients passos: s’afegeix tripsina, es deixa actuar la tripsina
durant 3 minuts a 37°C. Posteriorment es recullen les cél-lules amb medi DMEM i es
centrifuguen a 1000 rpm durant 5 minuts. S’elimina el medi i es resuspen el pellet de

cel-lules en medi complet. Finalment, es sembren en plaques a una dilucié 1/10.

2.1.4 Cultiu de cardiomiocits primaris de rata i ratoli
Els cardiomiocits primaris s’obtenen a partir de cries de rata Sprague-Dawley de 2-3 dies
d’edat. Es prepara el medi de cardiomiocits (3/4 medi DMEM 1g/L de glucosa #31885, Va
medi M199 #31150, 10% HS, 5% FBS, 1% L-Glutamina, 1% P/S) aixi com una soluci6
salina tamponada (ADS 1x) a partir d’'una solucié mare d’ADS 10 X (6.8g NaCl, 120 mg
Na,HPO, - 2H,0, 400 mg KCI, 197 mg MgS0, - 7HO,, 1g glucosa, 4.8g Hepes, enrasar
amb aigua als 100 mL pH 7.4). S’extreuen els cors i es deixen en una placa p100 amb la
solucio d’ADS 1X freda. Es pressionen els cors suaument perqué expulsin la sang i es
transfereixen a una altra placa amb una nova solucié6 d’ADS 1X freda. S’eliminen les
auricules per reduir la contaminacié del cultiu amb fibroblasts i musculatura llisa i es
netegen de vasos sanguinis. Es realitzen de 8 a 10 talls longitudinals als ventricles,
afavorint d’aquesta manera el procés de digestié. Es transfereixen 4 cors per tub
eppendorf amb 1 mL de solucié de digestid pre-escalfat (20 L de col-lagenasa tipus Il de
Worthington (10U/mL) + 1 mL d’ADS 1X escalfat a 37°C) i s’incuben durant 15 min a 37°C
amb una agitacioé de 1000 rpm. El sobrenedant es recull a un tub estéril contenint 5 mL de
medi de cardiomiocits per neutralitzar la col-lagenasa. Al tub eppendorf anterior s’afegeix
de nou 1 mL de solucié de digestio i es repeteix el procés de digestio 3 vegades per tal
d’assegurar-nos que tot el teixit estigui digerit. A continuacio, es centrifuguen els tubs amb
els cardiomiocits a 800 rpm durant 5 min. Es resuspen el pellet de cardiomiocits de 8 cors
en 1 mL de medi que es sembra en una placa p100 amb 9 mL de medi i s'incuba durant
45 min a 37°C, 5% CO0,. Durant aquest temps els fibroblasts cardiacs i les cél-lules
endotelials es queden adherides a la placa, mentre que els cardiomiocits no s’adhereixen
al no tenir el substrat adequat. Mentrestant, es preparen les plaques que s’utilitzaran en
I'experiment amb 0.2% de gelatina (tipus A, de pell de porc, SIGMA). Transcorreguts els
45 min es recull el sobrenedant amb els cardiomiocits en un tub estéril i es centrifuga

durant 5 min a 800 rpm. El pellet es resuspen en 4 mL de medi i es procedeix a comptar el
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nombre de cardiomiocits presents. Per tal de realitzar el comptatge s’agafen 25 uL del
medi amb els cardiomiocits, s’afegeixen 25 uL de Trypan Blue que tenyeix les cél-lules
mortes, ajustant a un volum final de 100 yL amb 50 yL d’ADS 1X. Segons la finalitat de
'experiment i, per tant, del tamany de placa utilitzat es sembra un determinat nombre de
cardiomiocits en plaques pretractades amb gelatina. Transcorregudes les 3-4 hores, si les
cel-lules estan adherides es fan 2 rentats amb PBS 1X i se'ls afegeix medi nou. Aquest
pas és important per eliminar totes les cél-lules que no siguin cardiomiocits, cél-lules
sanguinies i/o cél-lules mortes, que es quedaran enganxades als cardiomiocits si no es
fan rentats al poc temps d’haver-los sembrat. Es recomana renovar cada dia el medi dels
cardiomiocits durant els dies que es mantinguin en cultiu. La densitat de sembra és la
seglient: 75.000 cél-lules/pou en M4; 1-10° cél-lules/placa en p35, 2.5-10°

cél-lules/placa en p60.

Pel que fa al cultiu de cardiomidcits de ratoli el procediment és similar perd té algunes
excepcions ja que aquests son més sensibles que els de la rata. Es realitzen 3 digestions
de 10 min a 800 rpm a 37°C i les plaques que es fan servir a I'experiment es tracten amb
0.5% de gelatina. Com que el rendiment en cardiomiocits que s’obté és molt menor, les
plaques que s'utilitzen durant els 45 min de “pre-plating” perqué els fibroblasts
s’adhereixin son p60. Els altres passos del protocol sén idéntics al cultiu de cardiomidcits

de rata.

2.1.5 Cultiu de fibroblasts primaris de ratoli
Els fibroblasts primaris de ratoli s’obtenen a partir de cries de la soca C57BL/6 i ratolins
transgénics generats al laboratori de 5 dies d’edat. S’extreu la pell i es col-loca en una
placa amb ADS 1X. Per tal de facilitar la digestid, es trosseja la pell i es transfereix a un
eppendorf que conté el tampé de digestié (1 mL d’ADS 1x, 20 yL de col-lagenasa). Es
realitzen 3 cicles de digestié de 45 minuts cadascuna a 37°C i a 1000 rpm. Després de
cada cicle de digestid, es transfereix el sobrenedant en un tub de 15 mL que conté 5 mL
de medi (DMEM 4,5 g/L glucosa, 5% Piruvat Sodic 100 mM, 5% aminoacids no
essencials, 15% de FBS i 1% de P/S). Una vegada realitzades les 3 digestions, es
centrifuga a 1000 rpm durant 4 minuts i el pellet es resuspen en medi. Es sembra cada
pellet de fibroblasts en una placa p60, i al cap de dos dies es transfereixen a una placa
p100. El primer dia es sembren en una placa p60 perqué els fibroblasts necessiten una

certa densitat per comencar a créixer.
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2.1.6 Cultiu de cél-lules epitelials d’endometri de ratoli
Les cél-lules epitelials d’endometri s’obtenen de femelles d'uns 30 dies d’edat
aproximadament. S’extreu I'Uter i es talla en 3-4 trossos d’'uns 4 mm. A continuacio,
aquests trossos es netegen amb PBS 1X i es digereixen amb 1% de tripsina (Invitrogen)
en HBSS (Hank’s balanced salt solution- Invitrogen) durant 1 hora a 4°C. Transcorreguda
aquesta hora, els trossos d’uter es deixen incubant durant 45 minuts a temperatura
ambient. S’afegeix medi DMEM, el qual conté un 10% de sérum fetal bovi, per tal d’aturar

la digestié amb la tripsina.

Per tal d’extreure una lamina de cél-lules epitelials de la llum de I'Uter, s’aplica una petita
pressio sobre els trossos d’uter amb una fulla de bisturi. Aquesta lamina es recull i es
neteja amb HBBS dues vegades. Seguidament, es realitza una disgregacié mecanica a
través d’'una punta de pipeta d'1 mL 50 vegades. Es resuspenen les cél-lules en medi
basal formant agregats de 4-5 cél-lules (la individualitzaci6 de cél-lules indueix una
disminucid de la viabilitat cel-lular). EI medi basal és medi DMEM/F12 (Invitrogen),
complementat amb 1 mM Hepes, 1% de penicil-lina/ estreptomicina i fungizone
(Invitrogen). Per tal de sembrar les cél-lules en dues dimensions s’afegeix un 2% de DCC
(dextran-coated charcoal-stripped serum-GIBCO) en el medi basal. Finalment, es deixen

les cél-lules durant 24 hores en un incubador a 37°C i 5% de CO2.

A I'endema, les ceél-lules es netegen amb PBS 1X i es tripsinitzen amb Tripsina-EDTA
durant 5 minuts a 37°C. S’afegeix DMEM/10% FBS per tal d’aturar la digestio i es recullen
les cél-lules en tubs de 15 mL. A continuacid, es centrifuguen les cél-lules a 800 rpm
durant 5 minuts i es netegen un parell de cops amb PBS disgregant-les mecanicament
fins formar agregats de 2 a 8 cél-lules. Es torna a centrifugar durant 5 min a 800 rpm. Per
tal de sembrar les cél-lules en tres dimensions, es tracta la placa amb 3% de matrigel
(BD-Bioscience) i també se’ls afegeix matrigel en el medi de les cél-lules. Al cap de 24
hores, es canvia el medi basal per medi complet (BIE), el qual és medi basal
complementat amb 5 ng/ mL d’EGF, una dilucié 1:100 d’ITS (insulina-transferrina i selenit

de sodi) i 3% de matrigel. Finalment, es renova el medi cada 2-3 dies.
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2.2 Obtencié de particules lentivirals en la linia cel-lular HEK293T

Transfeccié amb polietilenimina (PEI)

La polietilenimina (Sigma Aldrich) és un lipid catidonic que neutralitza les carregues
negatives de 'ADN permetent la formacié de complexes, els quals presenten una elevada

afinitat per la majoria de membranes cel-lulars ja que es troben carregades negativament.

Dia 1. El dia abans de la transfeccié es sembren 4 plaques p100 de cél-lules a una

concentracio de 2.5 x10° cél-lules per placa.

Dia 2. Es canvia el medi per 8 mL de medi DMEM sense sérum fetal bovi ni antibidtics. Es
necessiten 40 ug d’ADN per placa (Taula 4), i es necessiten 5 yL de PEI per cada ug
d’ADN. Per tant, s’afegeixen 200 pL de PEI i 800 pL de NaCl 150 mM per cada placa.

Taula 4. Vectors utilitzats en la transfecciéo

Vector lentiviral (shRNA) 20 ug
Plasmidi empaquetador (psPAX2) 13 ug
Plasmidi embolcall viric (pMD2G) 7 ug

Es dilueixen els 200 pL de PEI en 800 uL de NaCl 150 mM, i els 40 ug d’ADN en 990 yL
de NaCl 150mM. Tot seguit, s’afegeix la dissolucié de PEIl a 'ADN (no al contrari), es
vorteja durant 1 min i es deixa la mescla a temperatura ambient durant 10 min. Finalment,
s’afegeix la mescla a cada placa p100 de HEK293T i es deixen les plaques a I'incubador
durant 3 hores. Transcorregudes les 3 h, es canvia el medi de transfeccié per un medi

complet.

Dia 5. A les 48 hores de la transfeccid es recull el medi de la placa dins la cabina BiollA,
ja que aquest conté els lentivirus. Es centrifuga durant 5 min a 2500 rpm. Es recupera el
sobrenedant i es filtra a través d’un filtre de 0.45 um, i es centrifuga a 50.000g durant 3
hores a 4°C. S’aspira el sobrenedant i es resuspen el pellet de virus en una solucié de
PBS a I'1% d’albumina de sérum bovi (30 pyL per cada placa p100 de partida). Finalment,
es congelen les aliquotes de virus a -80°C fins a la seva utilitzacié o es transdueixen les
cel-lules directament. Els virus es titulen amb cél-lules HEK293, afegint volums creixents

de virus i s’estableix la proporcié de virus/cél-lules que déna major eficiencia de
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transduccié, amb menor toxicitat, mitjancant la observacié de les cél-lules que expressen

la proteina verda fluorescent (GFP) en el microscopi de fluorescéncia.

2.3 Transduccio6 cel-lular
En els experiments amb sobre-expressié o disminucié de gens, s’ha utilitzat transduccio
lentiviral. Es sembren les cél-lules en plaques de cultiu a una densitat de 150.000 cél-lules
per pou de P35 (siles cél-lules son cardiomiocits es sembren a una densitat de 1.000.000
cél-lules/pou) i es transdueixen amb 15 pL de virus concentrats directament al medi de
cultiu. El medi es renova el dia seguent i es deixen les plaques a 37°C durant 72h.
L’eficiencia en la transduccié es monitoritza en el microscopi de fluorescéncia per les

construccions que contenen la sequiéncia codificant per la GFP.

2.4 Sobreexpressio de TatD-FLAG
La linia cel-lular HEK293 va ser transfectada amb lipofectamina 2000 (Invitrogen) i amb la
construccié de TatD-FLAG. Es va utilitzar 1 yL de lipofectamina per 1 yg d’ADN. Per tal de

comprovar la sobreexpressio es va realitzar una immunofluorescéncia i un western blot
amb I'anticds monoclonal anti-FLAG (SIGMA, F3165).

2.5 Analisi de la proliferacio cel-lular
Per determinar la taxa de proliferacié cel-lular in vitro s’han realitzat comptatges cel-lulars
amb la camera de Neubauer en diferents tipus cel-lulars amb una expressié d’Endog,
Exog, Tatd normal o reduida. En aquest métode és important establir el nombre de
cél-lules en el moment inicial del creixement, aixi com el nombre de cél-lules presents en
el punt final del procés proliferatiu. Es sembra un nombre determinat de cél-lules en funcid
del temps de duplicacié de la linia cel-lular amb la qual es treballa, el tipus de placa on
seran sembrades aquestes cél-lules i el temps que romandran en cultiu. Transcorregudes
3-5 hores durant les quals les cél-lules s’adheriran al substrat, es realitza el primer
comptatge que permet fixar el nombre de cél-lules inicials i correspondra al temps inicial.
Al cap de 48-72h es compta el nombre de cél-lules presents en el temps final, expressant-

se la divisié cel'lular com el nombre de cicles completats segons la féormula log (N°

cel-lules temps final /N° cél-lules temps inicial).

2.6 Analisi de la proliferacié mitjangant assaig d’incorporacié de la
BrdU

La Brdu (Bromodeoxyuridineo 5-bromo-2’-deoxyuridine) és un compost que s’utilitza per

62



Materials i Métodes

tal de detectar cel-lules en proliferacio ja que és un nucleotid sintétic analeg a la timidina i

és incorporada en les noves cadenes d’ADN substituint aquesta ultima.

S’afegeix la BrdU en les cél-lules en cultiu a una concentraci6 final de 4 pg/ml durant 16
hores. Passades les 16 hores, es fixen les cél-lules amb paraformaldehid (PFA) al
4%/PBS i en fred durant 20 minuts. Seguidament, es realitzen tres rentats amb PBS 1X. A
continuacio, s’afegeix HCI 2M durant 30 min a 37°C amb la finalitat de desnaturalitzar
I’ADN. S’ha de desnaturalitzar ’ADN per tal que I'anticds primari pugui reconéixer la BrdU.
Transcorreguts els 30 min, s’afegeix tetraborat sodic 0.1M durant 2 min per tal de
neutralitzar el HCI. Es realitzen 3 rentats amb PBS i s’incuben les cél-lules durant 1 hora
amb solucié de bloqueig (5% HS, 5% FBS, 0.2% glicina, 0.1% trité en PBS). Es fan 3
rentats amb PBS i s’incuben les cél-lules amb I'anticds primari en agitaciéo a 4°C durant
tota la nit. El dia seguent s’elimina I'anticds primari, es renten els pous tres vegades amb
PBS i s’afegeix I'anticos secundari amb el Hoeschst 33258 en agitacié a 4°C durant tota la

nit.

2.7 Recompte de cardiomiocits procedents de teixit cardiac
El protocol pel recompte de cardiomidcits neonatals procedents de teixit cardiac ha sigut
optimitzat en el nostre laboratori basant-nos amb els treballs de Shin et al. i Tamura et
al'™75_El fonament d’aquest protocol és digerir els teixits després de la fixacié en formol
amb hidroxid de potassi (KOH), disgregant-se les cél-lules individualment i obtenint-les en

suspensio per poder-les comptar.

Els cors neonatals extrets es netegen amb PBS 1X i es fixen durant tota la nit a 4°C amb
formol. Al dia seglent, els cors es netegen amb PBS 1X, es trossegen i es posen en KOH
12.5 M a 4°C durant tota la nit. Passada la incubacié amb KOH, es netegen bé els trossos
dels cors amb PBS 1X i es col-loquen en un tub amb 3 mL de PBS 1X que es vortejara
durant 10 min. Després del vortex es passa per una malla de 250 yM amb l'ajuda d’'una
xeringa i es recupera la suspensié que la travessa. A continuacié es centrifuga 5 min a
1000 rpm, el pellet es resuspen en PBS 1X i ja es poden comptar les cél-lules amb la

camera de Neubauer. EI nombre aproximat de cardiomiocits que podem obtenir amb

6
aquest protocol és de 1-10 cardiomiocits per cor.

2.8 Subfraccionament cel-lular
Per analitzar la localitzacié especifica d’'una proteina dins de la cél-lula s’ha realitzat un

subfraccionament cel-lular que consisteix en la separacié dels components de la cél-lula,
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concretament el nucli, el citosol i els mitocondris. D’aquesta manera es pot obtenir la
proteina total de cada una de les fraccions cel-lulars per separat i estudiar, per exemple
mitjangant western blot, on es troba la proteina que ens interessa. Aixd es possible
aplicant un protocol amb tampons de lisi i extraccid proteica especifics per cada fraccié

cel-lular, que permeten enriquir la fraccié d’interes.

Pel que fa a I'extraccio de nuclis s’ha utilitzat el kit Nuclei EZ Prep Nuclei Isolation (Sigma-

Aldrich #NUC-101). Es parteix aproximadament de 1,5 - 107 cél-lules, que es centrifuguen
i a les quals s’afegeix el tampo de lisi durant 5 min en gel. Transcorreguts els 5 min es
centrifuguen les ceél-lules a 500g i s’elimina el sobrenedant que conté el citoplasma. Al
pellet que correspon a la fraccié nuclear es torna a afegir el tampé de lisi, s’incuba en gel
durant 5 min i es centrifuga a 500g. El pellet final es resuspen en el tampé de lisi de

proteina i es quantifica la mostra pel métode de Lowry (Kit Bio-Rad DC Protein Assay).

Pel que fa a I'extraccié de les mitocondries s’ha utilitzat el kit Mitochondria Isolation Kit for

Cultured Cells (Thermo Scientific #89874). Aquest protocol es basa en utilitzar reactius
especifics i en realitzar varies centrifugacions diferencials per tal de separar les fraccions
citosoliques de les mitocondrials. Es parteix aproximadament de 1,5 - 107 cél-lules a les
quals s’afegeixen 800 uL del reactiu A. Es vorteja a mitja velocitat durant 5 segons i
s’incuba el tub al gel durant 2 min. A continuacio, s’afegeixen 10 pL del reactiu B i es
vorteja a maxima velocitat durant 5 segons. S’incuba el tub en gel durant 5 min, vortejant
a maxima velocitat a intervals d’'un minut. S’afegeixen 800 pL de reactiu C i s'inverteix el
tub varies vegades sense vortejar. Es centrifuga a 700g durant 10 min a 4°C. Una vegada
centrifugat es transfereix el sobrenedant a un nou tub de 2 mL i es centrifuga a 120009
durant 15 min a 4°C. El sobrenedant s’elimina (correspon a la fraccié citosolica) i es
resuspen el pellet (correspon a les mitocondries aillades) amb 500 pL del reactiu C. Es
torna a centrifugar a 12000g durant 5 min. Finalment, es descarta el sobrenedant i es

resuspen el pellet amb el tampd de lisi de proteina.

Pel que fa a l'extraccié de citosol no s'utilitza cap kit comercial. Es centrifuguen les

cel-lules a 800rpm durant 5 min a 4°C. Es descarta el sobrenedant i es dilueix el pellet en
100 pL de tampd d’extraccid a temperatura ambient. El tampé d’extraccié conté 220 mM
mannitol, 70 mM de sucrosa, 50 mM Hepes, 10 mM KCI, 5 mM d’EGTA, 2 mM MgcCl,, 1
mM d’inhibidors de proteases. S’incuba el tub en gel durant 25 min, colpejant-lo cada 10

min. Transcorreguts els 25 min, es centrifuga a 750g durant 20 min a 4°C i es recupera el
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sobrenedant. Es torna a centrifugar a 10000g durant 20 min a 4°C i es recupera el

sobrenedant que correspon a I'extracte citosolic.

2.9 Immunofluoresceéncia (IF)

La immunofluorescéncia és una técnica en la qual s'utilitzen anticossos conjugats a
fluorocroms, per visualitzar la distribucié d’'una proteina especifica en cél-lules o seccions
de teixits. EI marcatge immunofluorescent es pot realitzar en cél-lules fixades sobre el
plastic de cultiu o creixent sobre cobreobjectes de vidre.

Les mostres marcades les hem visualitzat sota un microscopi de fluorescéncia Olympus
IX70 connectat a una camera digital.

Les cél-lules es sembren en plaques de 4 pous (M4) a una densitat que depén del tipus

cel-lular.

Fixacio i Bloqueig. Transcorregut el temps de tractament, es fixen les cél-lules durant 20
min amb 4% de paraformaldehid (PFA) en PBS 1x. Les ceél-lules fixades es renten amb
PBS i es bloquegen amb solucié de bloqueig (5% FBS, 5% BSA, 0.1% Tritd X-100 en

PBS) durant 1 hora en agitacié a temperatura ambient.

Incubaci6 amb els anticossos. Després s’incuba durant 1 hora en agitacid a
temperatura ambient, amb I'anticds primari diluit en solucié de bloqueig (Taula 5), i
seguidament es fan 2 rentats de 5 min amb solucié de bloqueig. A continuacio, s’'incuba
durant 1 hora amb el corresponent anticos secundari (Taula 5) junt amb les sals de
bisbenzimida Hoescht 33342 (1ug/mL) diluit en solucid de bloqueig. Finalment, es

realitzen 3 rentats amb PBS.

Montatge. Es monta cada mostra amb una gota de Vectashield (Vector Laboratories, H-

1000) i es cobreix amb un cobreobjectes.

En acabar es guarden les plaques a 4°C a les fosques fins la seva observacié al
microscopi invertit d’epifluorescéncia Olympus IX70 o bé al microscopi Confocal Olympus
FV-1000.
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Taula 5. Anticossos utilitzats en immunofluorescéncia

Anticos Casa Referéncia Dilucio Aplicacié
comercial
a-ACTININ Sigma A7811 1:500 IF
BrdU DAKO MO0744 1:250 IF
Ratoli IgG Molecular A11005 1:500 IF
Alexa Fluor 594
Probes
Ratoli IgG Molecular A11001 1:500 IF
Alexa Fluor 488
Proves
Conill IgG Alexa Molecular A11029 1:500 IF
Fluor 488
Proves
Conill IgG Alexa Molecular A11002 1:500 IF
Fluor 594
Proves

2.10 Citometria de flux.
La distribucio del cicle cel-lular s’ha determinat mitjancant I'addicié de iodur de propidi (PI).
Es una molécula que s'utilitza com marcador del contingut d’ADN i ARN. La intensitat de
fluorescéncia és proporcional a la quantitat de fluorocrom, que a la seva vegada és

proporcional a la quantitat d’ADN de la cél-lula.

Les cél-lules es renten amb PBS, es tripsinitzen i es centrifuguen 3 min a 200g. El pellet
es renta amb PBS fred, es resuspen en PBS i s’afegeix etanol 100% (-20°C) per obtenir
una concentracié final del 70%. S’inverteixen els tubs un parell de vegades i es vortejen

per assegurar que es barregin i es fixin correctament les cél-lules.

Finalment, es guarden les mostres a -20°C un minim de 30 min o fins el dia que s’analitzin
en el citometre de flux. El dia de l'analisi les mostres es renten amb PBS fred dues
vegades, es centrifuguen 5 min a 200g 4°C i el pellet es resuspen en 0.5 mg/ml Pl en
PBS, pH 7.2 (generalment en un volum de 500 uL, perd s’ha d’adequar el volum segons
la densitat cel-lular). Les mostres s’incuben 30 min a 37°C en la foscor. La distribucié del

cicle cel-lular s’analitza utilitzant el citometre BD FACSCantoll (Becton Dickinson).
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3. BIOLOGIA MOLECULAR

3.1 Estratégia general d’insercié d’un insert en un plasmidi
El clonatge d’'un insert ’ADN en un plasmidi s’aconsegueix mitjangant la digestio tant del
plasmidi com de l'insert amb els enzims de restriccié corresponents. Una vegada digerits,
s'utilitza un kit comercial de purificaci6 d’ADN (Nucleospin Gel and PCR Clean-up,
Macherey Nagel #740609) que ens permet eliminar tot tipus de material no desitjat, com per
exemple sals i enzims. Es quantifica linsert i el vector amb un espectrofotometre
(Nanodrop) i tot seguit es realitza la lligacié del vector amb I'insert en una proporcié 1:3

respectivament.

Per la reaccié de lligacié s'utilitza I'enzim T4 lligasa a 16°C en un bany d’aigua refrigerat
durant tota la nit. La reaccié de lligacié ha de contenir: el vector i I'insert (proporcié 1:3), 1uL
de rATP 10 mM, 1 uL d’enzim T4 lligasa, 1,5 uL de tampd 10x i el volum necessari d’aigua

per obtenir un volum final de 15 pL.

La lligacio es transforma en una soca bacteriana E. coli DH5a (Invitrogen) que s’ha fet
competent mitjangant un métode quimic i és sotmesa a un xoc termic. El métode consisteix
en posar tota la reaccio de lligacié en 50 yL de bactéries competents, es mescla i s'incuba
durant 30 minuts en gel. Transcorreguts els 30 minuts, es realitza el xoc térmic a 42°C
durant 40 segons i immediatament es torna a posar en gel durant dos minuts. S’afegeix 1
mL de medi Luria Broth (LB) i s'incuba a 37°C durant 1 hora en agitacié (250 rpm
aproximadament) i finalment es sembra la suspensié de cél-lules en plaques de LB/agar
amb l'antibidtic de seleccid corresponent. Es deixen créixer els bacteris en un incubador a
37°C durant tota la nit.

3.2 Test per la identificacio de colonies positives per I'insert

Un cop acabada la transformacio s’han de distingir les coldnies de bacteris que han adquirit
el plasmidi amb l'insert de les que han internalitzat el plasmidi buit mitjangant assaig de
PCR.

S’afegeix un indcul de cada colonia que es vol analitzar, en un tub de PCR amb 5uL d’aigua
i s’afegeix la mescla de PCR amb els oligonucleotids que flanquegin 'insert. El programa de
PCR és el seglient: 94°C 5 min, (94°C 30 s, 54°C 30 s, 72°C 30 s) x 30 cicles, 72°C 7 min,
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4°C «. En paral-lel es realitza una estria de cada colonia testada aixi com un precultiu en
2mL de LB amb anitbiotic.

3.3 Purificacioé del vector amb I’'insert
Per cada insert dissenyat s’elegeix una coldnia positiva. Transcorregudes 5 hores
d’'incubacié dels precultius (2mL de LB, 25 ug/mL d’ampicil-lina a 37°C, es transfereix el
mini cultiu a un cultiu composat per 440 mL de LB i 880 uL d’antibidtic (500x) i es deixa
créixer a 37°C, en agitacié durant tota la nit amb la finalitat d’obtenir una gran quantitat de
vector amb insert. A 'endema es purifica TADN amb un kit comercial (NucleoBond Xtra Maxi

Plus). La concentracié de plasmidi eluida és determinada amb el Nanodrop.

3.4 Silenciament de I’expressié génica per interferéencia d’ARN
La interferéncia d’ARN (ARNi) és una eina que permet reduir I'expressié dels gens, facilitant
l'estudi de la seva funcid en comparar amb cél-lules expressant els nivells normals
d’'aquests. EI mecanisme d’ARNi es basa en la degradaci6 especifica o el bloqueig de la
traduccié de 'ARN missatger (MRNA) de l'hoste a través de l'alliberacio citoplasmatica
d’ARN de doble cadena (dsRNA, double stranded RNA) idéntic a la seqliéncia diana. La
degradacié de 'ARN del gen diana s’aconsegueix a través d’'una via enzimatica endogena
involucrant el complex RISC (RNA-induced silencing complex). Dins de les cél-lules, els
dsRNAs son reconeguts i tallats per Dicer, enzim que talla molécules llargues d’ARN
bicatenari generant els siRNAs (small interfering RNAs), molécules d” ARN bicatenari de 19-
21 nucleotids amb 2 nucledtids desaparellats en cada extrem 3'. Cada cadena d’ARN conté

un grup fosfat en I'extrem 5’ i un grup hidroxil en I'extrem 3.

Una de les cadenes del siRNA (la cadena guia) és carregada al complex RISC amb l'ajuda
de proteines Argonauta (Ago) i proteines d’unié a doble cadena de RNA. El RISC localitza
la cadena guia a la molécula de mRNA complementaria, que subseqlientment és tallat per
Ago al voltant de I'hibrid. EI mRNA tallat és degradat per altres nucleases enddgenes

prevenint la seva traduccié.

Al llarg del temps s’han desenvolupat diversos métodes de ARNi, els siRNAs i els shRNAs
(small hairpin RNAs). L’aproximacié més simple de RNA d’interferéncia és I'is de siRNAs ja
que aquests es sintetitzen quimicament i es transfecten directament al citosol. Els
inconvenients que presenta aquesta técnica és que s’obtenen eficiéncies de transfeccio
variables i la concentracioé de siRNA es va diluint a mesura que la cél-lula es va dividint. En

canvi, els shRNAs sén capacos d’integrar-se en el genoma hoste permetent la generacié de
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linies cel-lulars amb un silenciament que es manté en el temps, eliminant la necessitat de
multiples rondes de transfeccid. Per aquestes raons, el métode d’interferéncia que hem

escollit és el que es basa en la tecnologia del shRNA mitjangcant vectors lentivirals.

Els shRNAs son RNAs de doble cadena que contenen una seqiéncia d’uns 19-21
nucledtids homologa a la seqliiéncia del gen que es vol silenciar (cadena sense) seguida
d'uns quants nucledtids que generaran la forquilla (“hairpin”) i una seqiéncia reversa
complementaria de 19-21 nucleotids a I'anterior (antisense). La construccié presenta una

sequéncia de terminacio de la transcripcio, rica en T.

3.5 Disseny d’oligonucleotids
S’obté la sequéencia d’Endog i Exog a través de la base de dades “Nucleotide” de NCBI.
Degut a la possible homologia entre les sequéncies d’Exog i Endog, es realitza un
alineament mitjancant el programa ClustalW2. Es trien sequéncies de 21 nucledtids amb
capacitat d’induir silenciament per ambdds gens amb una eina lliure de disseny de ARN.

L’enllag és el seguent: https://rnaidesigner.lifetechnologies.com/rnaiexpress/.

Es dissenyen diversos parells d’oligonucledtids pel nostre gen diana i un parell
d’oligonucleotids amb la mateixa composicié en nucledtids pero ordenats aleatoriament que
seran el nostre control negatiu ja que aquests no seran capacgos de disminuir I'expressio del

gen d’interés ni de cap altre gen cel-lular (Taula 6).
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Taula 6. Seqiiéncies dels oligonucleoétids

gatccccGGGAGTATTAAAGGTGGTGAttcaagagaATCACCACCTTTAATACTCCCtttta
agcttaaaaaGGGAGTATTAAAGGTGGTGATtctcttgaaATCACCACCTTTAATACTCCCggg

gatccccGGAACAACCTGGAGAAATALttcaagagaTATTTCTCCAGGTTGTTCCrttttta

agcttaaaaaGGAACAACCTGGAGAAATAtctcttgaaTATTTCTCCAGGTTGTTCCggg
gatccccGGAACAACCTTGAGAAGTAttcaagagaTACTTCTCAAGGTTGTTCCrttttta

agcttaaaaaGGAACAACCTTGAGAAGTAtctcttgaaTACTTCTCAAGGTTGTTCCggg
gatccccGCAGCTTGACTCGAACTTAttcaagagaTAAGTTCGAGTCAAGCTGC ttttta
agcttaaaaaGCAGCTTGACTCGAACTTAtctcttgaaTAAGTTCGAGTCAAGCTGCggg
gatccccGGAGAGATTTGAAGATGTTTGttcaagagaCAAACATCTTCAAATCTCTCCttttta
agcttaaaaaGGAGAGATTTGAAGATGTTTGtctcttgaaCAAACATCTTCAAATCTCTCCggg
gatccccGGAACGAAGACAGTTAGTTACttcaagagaGTAACTAACTGTCTTCGTTCCtitta
agcttaaaaaGGAACGAAGACAGTTAGTTACtctcttgaaGTAACTAACTGTCTTCGTTCCggg
gatccccGGTATGCACCGAATACTACACttcaagagaGTGTAGTATTCGGTGCATACCttttta

agcttaaaaaGGTATGCACCGAATACTACACctcttgaaGTGTAGTATTCGGTGCATACCggg

Els oligonucledtids liofilitzats van ser comprats a SIGMA-ALDRICH. Una vegada rebuts, es
dissolen a una concentracié de 3 pg/uL. Per realitzar I'anellament de cada parell
d’oligonucleotids s’utilitzen 2 uL de cada un d’ells i 46 yL de tampd (100 mM NaCl, 50 mM
HEPES pH 7.4).

El programa que s'utilitza per I'anellament és un programa sequencial de reduccié de

temperatura a diferents intervals de temps:
90°C 4 min, 70°C 10 min, 60°C 15 min, 50°C 20 min, 37°C 35 min, 10°C 40 min
Es verifica 'anellament dels oligonucleodtids mitjangant un gel d’agarosa al 2%.

Els extrems dels oligonucleotids anellats contenen hemidianes Bglll i Hindlll, per tal
d’introduir-los al vector pSUPER digerit. Es compren els oligonucledtids amb les hemidianes

amb la finalitat de poder-ho lligar directament al vector.
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Pel que fa al silenciament de Tatd es van emprar dos vectors comercials pLKO.1 puro

(SIGMA) amb les seglents seqléncies:
= CCGGCATCAAGATGACTTACAAGATCTCGAGATCTTGTAAGTCATCTTGATGTTTTTTG

= CCGGCAACCTGACAGATCCTATGTTCTCGAGAACATAGGATCTGTCAGGTTGTTTTTTG

3.6 Subclonatge del shRNA en el vector pSUPER
El vector pSUPER retro.puro (Oligo Engine) és un vector d’expressié en mamifers que
dirigeix la sintesi intracel-lular dels transcrits dels shRNAs. El vector conté el promotor H1
per la RNA polimerasa |ll que condueix a la produccié enddgena del shRNA. Per aquest
motiu, el promotor H1 es troba situat davant de la nostra sequiéncia d’interés. Les cél-lules
que adquireixen el plasmidi posseeixen resisténcia a ampicil-lina ja que aquest conté el gen

de resisténcia a 'antibiotic.

Per tal d’introduir els oligonucledtids anellats, es digereix el vector pSUPER amb els enzims
Bglll i Hindlll (TaKaRa) ja que tenim aquestes dianes en el lloc de clonacio. Es realitzen dos
digestions successives perqué els tampons no son compatibles. Es digereix 3 ug de vector,
amb 1 pL de cada enzim, 2 uL de tampd i s’afegeix aigua per obtenir un volum final de 20
ML. Cada reaccié té lloc a 37°C durant 3 hores. D’una digestié a la seglent es realitza un

clean-up.

Una vegada linealitzat, es lliga el vector i els oligonucleotids anellats mitjangant la reaccié
de lligacio i es transforma amb la soca bacteriana DH5-a.

A continuacio, es purifica el vector amb el shRNA i es talla el fragment que conté el
promotor H1 per la RNA polimerasa Ill amb la seqténcia del shRNA mitjancant els llocs de

restriccié EcoRl i Clal i es subclona en el plasmidi pLVTHM digerit.

3.7 Subclonatge del shRNA en el vector pLVTHM
El vector pLVTHM és el vector lentiviral que s’ha utilitzat per la transduccio dels shRNA en
cél-lules de mamifer. El vector presenta el promotor H1 que sera reemplacat pel fragment
“H1-shRNA” del vector pSUPER, mitjancant els llocs de restriccié EcoRl i Clal. També conté
el gen de la proteina verda fluorescent (GFP) que ens permetra saber si les nostres

cél-lules han estat transduides exitosament.

Per tal de corroborar que el plasmidi conté linsert, s’envien els plasmidis amb els diferents

inserts dissenyats al Servei de Protedmica i Genomica de la Universitat de Lleida. La
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sequenciacié es realitza amb els oligonucleotids especifics que flanquegen la zona on
hauria d’estar 'insert (el shRNA).

3.8 Subclonatge de TatD-FLAG
La sequéncia codificant de Tatd de ratoli (MGC:74327 IMAGE:30277245 (MRC Gene
Service) va ser amplificada mitjancant PCR. Aquesta sequéncia estava flanquejada per les
sequéncies de llocs de restriccié de BamHI i EcoRI. A continuacio, es va subclonar en un

plasmidi d’expressio pCDNA3.1 (Invitrogen) en pauta de lectura amb I'epitop 3xFLAG.

3.9 Transcripcié Reversa i Reaccié en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR)

3.9.1 Extraccié d’ARN
Es realitza I'extraccio d’ARN dels cultius cel-lulars mitjangant el kit comercial RNAeasy Mini
Kit (QIAGEN). Per I'extraccié d’ARN dels teixits es segueix el protocol del reactiu Trizol (Life
Technologies). Una vegada extret 'ARN, es comprova que no hi hagi degradacié mitjangant
un gel d’agarosa al 1% i es quantifica la quantitat ’ARN al Nanodrop. Els extractes d’ARN

es guarden a -80°C.

3.9.2 Transcripcio reversa (RT)
La transcripcid reversa és la reaccid que ens permet obtenir cADN a partir de ARN. La
reaccio de la RT conté 5uL H,0, 4pL tampo 10X, 9uL MgCl, (25 mM), 8uL de dNTPs (25
mM cadascun), 2 uL d’hexamers a latzar, 1 yL d’ inhibidor de RNAses, i 1uL de
retrotranscriptasa, 10 yL d’ARN (conté 1ug ARN) obtenint un volum final de 40 uL. Primer
es posen les mostres de ARN a 90°C durant 2 min. Transcorreguts els dos minuts es
transfereixen les mostres en gel i s’afegeix la barreja de reaccié en tots els tubs i s’inicia el

programa de la transcripcié que és el seguent:

25°C 42°C 95°C 4°C

10 min 60 min 5 min 0

Els productes finals s’emmagatzemen a -20°C o es continua amb la PCR.

3.9.3 PCR en temps real
Es realitza la PCR en temps real en un sistema de deteccié iCycler iQ PCR i el software iQ
v.3 i iQ v.5 (BioRad), utilitzant el Tag Man Gene Expression Master Mix (Cat.N. 4369016).
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La PCR en temps real quantitativa es realitza en el Servei de Protedmica i Genomica dels
Serveis Cientific-Técnics de la Universitat de Lleida, utilitzant sondes de gens especifiques.
Les sondes que s’utilitzen estan marcades amb el fluorocrom FAM que el termociclador
CFX96 llegeix. El programa utilitzat és el seguent: 50°C 2 min, 95°C 10 min, 40 cicles a
[95°C 15 segons i 60°C 1 min]. Els gens analitzats i la referéncia de cada sonda es troben a
la Taula 7 . S’obtenen els resultats en forma de Ct (Cycle threshold), que és el cicle que es
determina a partir de la qual el senyal especific sobresurt del soroll de fons. Aixi doncs, com
meés cADN hi hagi a la mostra, més baix sera el Ct.

Taula 7. Assajos TaqMan per la PCR en temps real

Nom del Gen Referéncia

ExoG (rata) Rn01445592_mA1

ExoG (ratoli) Mm00549899_m1

EndoG (rata) Rn01435492_mA1

Tatd (ratoli) Mm00613250_m1

Cd59a (ratoli) Mm01276238 m1

CblIn4 (ratoli) MmO00558663_m1

F2RL2 (ratoli) Mm00438852_m1

Slc22a17 (ratoli)

Mm00480684_g1

Tmprss13 (ratoli)

MmO01179270_m1

Lamab (ratoli)

Mm01222020_gH

Amy1 (ratoli)

MmO01316918_m1

Lag3 (ratoli)

Mm01185093_g1

Gapdh (rata)

Rn01775763_g1

Gapdh (ratoli)

Mm99999915_g1

3.10 Micro-array d’expressio génica
Les plagques de micro-array emprades son d’Affymetrix (Mouse Clariom S Array). Aquest
analisi es va realitzar en col-laboracié amb la Unitat d’Alta Tecnologia (UAT) i la Unitat

d’Estadistica i Bioinformatica de I'Institut de Recerca del Vall d’'Hebron (VHIR). L’estudi es
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va basar en 24 mostres, entre les quals 12 corresponien a teixit cardiac i 12 a teixit
neuronal. De les 12 mostres, 6 corresponien al genotip Tatd” i 6 al genotip Tatd” en
ambdos tipus de teixit. L'extraccio d’ARN utilitzada en aquest protocol es troba explicada en
l'apartat 3.8.1. La quantificacid de I'expressiéo génica en aquest sistema es basa en la

hibridacié d’exons constitutius de gens anotats amb sondes immobilitzades a la placa.

Amb la finalitat de comprovar que totes les mostres es comportaven similarment, abans de
comengcar I'estudi es van realitzar diversos controls de qualitat de les mostres. El primer que
es va dur a terme va ser I'analisi en la distribucié de la intensitat dels gens analitzats en
cada mostra. En aquest cas, es van observar diferéncies entre els teixits. No obstant aix0
no es van trobar diferéncies en la distribucié entre genotips. Tant I'analisi de la component
principal (PCA) com el heatmap van mostrar que la variable principal que explica les
diferencies en la distribucié d’intensitats de les mostres és el tipus de teixit. Per tal
d’'incrementar el poder estadistic i eliminar possibles gens amb variacions degudes a les
condicions experimentals, es van eliminar aquells que presentaven una desviacié estandard
superior al percentil 65. Finalment, es van incloure en I'analisi 7105 gens de un total de
35.000.

La manera d’expressar la quantitat relativa de transcrits entre WT i KO va ser el logaritme
decimal de la intensitat en el grup WT respecte al KO (logFC). L’analisi estadistic
seleccionat per comparar cada gen individualment entre WT i KO va ser prova T de
Student, ajustant el valor pel procediment estadistic Benjamini-Hochberg. Pel que fa a
I'estadistica multivariant, es va emprar I'analisi tipus heatmap i volcano. En el heatmap es

van incloure 440 gens amb un p-value menor que 0.01.

4. BIOQUIMICA

4.1 Western Blot (WB)
Aquesta técnica s’utilitza per a detectar proteines especifiques en una mostra determinada i
comparar els nivells d’expressié entre mostres diferents i després dels tractaments utilitzats.
Els extractes proteics dels lisats son separats mitjancant els gels de poliacrilamida-SDS,

depenent del seu pes molecular.

Lisi cel-lular i quantificacié proteica. Es renten dues vegades les monocapes de
cél-lules amb PBS1X fred i es lisen amb el tampd de lisis (100 mM Tris-HCI pH6.8, 2%
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SDS). Per tal de fragmentar 'ADN gendmic i evitar que interfereixi en el pipeteig es
soniquen les mostres. Si les mostres corresponen a teixits, es posa el teixit en el tampé
d’extraccid i s’homogeneitza uns 20 segons amb el politrd (Heidolph DIAX 900-5mm). A
continuacio, es centrifuguen les mostres durant 5 min a 14,000 rpm per eliminar restes de
teixit i es recupera el sobrenedant. Una vegada obtingudes les mostres, es quantifica la

proteina total pel métode de Lowry utilitzant el Kit Bio-Rad DC Protein Assay.

Electroforesi en gels de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). Es separen les proteines de la
mostra utilitzant gels desnaturalitzants de poliacrilamida amb SDS. Es preparen els gels de
poliacrilamida depenent del pes molecular de la proteina diana. El gel esta format per dos
parts amb percentatges d’acrilamida diferents, el gel separador i el gel apilador. Es prepara
el gel separador en el tampd Tris-HCI pH 8.8, 0.1% de SDS i finalment s’afegeix 0.08% de
persulfat d’'amoni (PSA) i 1 pyg/mL de TEMED. Es prepara el gel apilador en Tris-HCI pH
6.8, 0.1% SDS, 0.067% de PSA i 1.7 ug/mL de TEMED. El percentatge de poliacrilamida

del gel apilador és un 5%.

Es preparen les mostres de proteina afegint el tampé de carrega 5x (10% SDS, Tris pH 6.8,
50% de glicerol, 25% B-mercaptoetanol i blau de bromofenol). Com que tots els pous han
de tenir el mateix volum final de mostra, s’ajusten totes les mostres amb tampé de carrega
1X. En un dels pous es carrega el marcador de pesos moleculars (Invitrogen). Es realitza la
migracio del gel en el tampd d’electroforesi que conté glicina 110 mM, 0.1% de SDS i 25

mM Tris i a un amperatge constant de 20-25 mA/gel.

Transferéncia. El sistema de transferéncia utilitzat és un sistema Hoefer semi-dry TE70X.
Es transfereixen les proteines del gel a una membrana de polifluorur de polivinilide PVDF
(Immobilon-P, Millipore), préviament hidratada amb metanol, rentada amb aigua i
equilibrada amb el tampé de transferéncia (48 mM Tris, 0.0375% SDS, 39 mM glicina, 20%

metanol). El gel també s’equilibra amb el tampé de transferéncia.

Es tallen 4 papers de filtre gruixut (Hoefer™ blotting paper), es mullen amb el tampé de
transferéncia i es col-loquen dos papers de transferéncia sobre la placa base ('anode), a
sobre es posa la membrana, el gel i després dos papers de transferéncia més. Finalment,
es posa el catode i s'inicia la transferéncia a un amperatge constant de 0.8 mA/cm? de

membrana durant 1 h.
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Una vegada realitzada la transferéncia de la proteina del gel a la membrana es comprova
que aquesta s’hagi realitzat correctament mitjangant la tincié del gel i de la membrana amb

Blau de Comassie i Ponceau S respectivament.

= Blau de Comassie: ens serveix com a control de carrega del Western Blot ja que

marca les proteines presents en els gels de poliacrilamida. Es deixa el gel tota la nit
amb la solucié de tincié (0.1% blau de Comassie R-250, 25% d’isopropanol, 10%
acid acétic). A I'endema, es destenyeix el gel amb la soluci6 que conté 10%
d’isopropanol i 10% d’acid acétic, que permet que el gel quedi transparent perd que
les proteines romanguin blaves.

= Ponceau S: es tenyeix la membrana amb el Ponceau (0.1% Ponceau, 5% acid
aceétic i H,0 fins 50 mL) durant 5 min a temperatura ambient per tal de verificar si
les proteines s’han transferit correctament. Després es renta la membrana amb
TBS-T (20 mM Tris pH 7.6, 150 mM NacCl, 0.1% Tween 20) fins que la coloracié

desaparegui i es continua amb el pas del bloqueig.

Bloqueig. Es bloqueja la membrana amb 20 mL de 5% llet desnatada en pols en TBS-T
durant 1 hora a temperatura ambient i en agitacié. A continuacié, la membrana es renta
amb TBS- T (3 rentats de 10 min).

Incubacié amb I'anticos primari. La solucié de I'anticds primari es prepara en TBS-T amb
0.02% d’Azida sodica i s’afegeix el volum d’anticds primari segons la dilucié indicada per la
casa comercial (Taula 8). Normalment la incubacié amb I'anticds primari té lloc durant tota la
nit a 4°C i en agitacié. Perd per anticossos que tenen una intensitat de senyal molt alta el

temps d’incubacio és d’1h a temperatura ambient.

Incubacié amb l’anticés secundari. Al dia seglient, es renten les membranes tres
vegades (10 min/rentat) amb TBS-T i seguidament s’incuben amb [I'anticos secundari
conjugat amb la HRP (Horseradish peroxidase), que produeix luminescéncia en proporcio al
percentatge de proteina present a la mostra. Es dilueix I'anticds secundari en la solucié de
bloqueig i s’incuba durant 1 hora a temperatura ambient i en agitacio (Taula 9). Després, es

tornen a rentar tres vegades durant 10 min amb TBS-T.

Desenvolupament. S'utilitza el kit de quimioluminescéncia EZ-ECL (Biological Industries) o
Super Signal West Dura (Pierce), depenent de l'anticds primari utilitzat. Després de la

reacci6 amb I'EZ-ECL o Super Signal, s’exposen les membranes en films Fuji RX
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fotosensibles a diferents intervals de temps, i es revelen utilitzant una solucié reveladora i

una fixadora en la reveladora automatica Optimax (Protec, Alemanya).

Control de carrega. Finalitzat el Western blot, es realitza un control de carrega. S’incuba la
membrana amb I'anticds anti-GAPDH o bé es tenyeix amb blau de naftalé (Sigma-Aldrich)
seguint el seglent procediment: incubacié de la membrana amb la solucié de blau de
naftalé (0.1% blau de naftalé en 10% metanol-8% acid acétic ) durant 10 minuts, seguint de
tres rentats de 5 min cadascun amb la solucié de rentat que conté 50% de metanol i 7%
d’acid acétic i es deixa secar la membrana a temperatura ambient.

Taula 8. Anticossos primaris utilitzats en Western Blot.

Anticos Casa Comercial Referéncia Dilucié
PTEN Cell Signaling 9559 1:1000
pSerd473-AKT Cell Signaling 4060 1:1000
AKT total Santa Cruz sc-1618 1:1000
Ciclina D1 Santa Cruz sc-20044 1:1000
EndoG Abcam ab76122 1:5000
ExoG Sigma HPA013609 1:1000
Tatd Sigma HPA023634 1:1000
Lipoamida Abcam ab133551 1:20000
deshidrogenasa
COX-IV Molecular A21348 1:10000
Probes
Citocrom C Cell Signaling 4272 1:5000
Lamina A+C BD Biosciences 612162 1:1000
Pharmingen
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Lactat Rockland 200-1173-0100 1:5000
Deshidrogenasa
GAPDH Abcam ab8245 1:10000
Taula 9. Anticossos secundaris utilizats en el Western Blot
Anticos Casa Comercial Referéncia Dilucié
Mouse-lgG HRP Sigma A9044 1: 10000
Rabbit-lgG HRP Sigma A0545 1:5000
Goat IlgG-HRP Sigma A9046 1:10000

4.2 Analisi de la degradacié6 de I’ADN per electroforesi —CHEF i
LADDER
El métode d’electroforesi de camp pulsant (Pulsed Field Electrophoresis, Contour-Clamped
Homogeneous Electric Field CHEF) permet analitzar la degradacié d’ADN d’alt pes
molecular que no pot ser observada en gels d’electroforesi convencionals. L'aparell utilitzat
és el CHEF-DRII System (BioRad) i et permet separar fragments de 5 Kb a 6 Mb.

Aquesta técnica es basa en aplicar un camp eléctric homogeni controlat que canvia de
direccié en un angle predeterminat (120°C) a les mostres d’ADN submergides en el gel.
Aquest angle és I'idoni per separar fragments de 100 Kb a 6 Mb. D’aquesta manera, 'ADN

es pot reorientar i moure’s a diferent velocitat cada vegada que canvia el camp eléctric.

Recollida de les mostres. Després d’aplicar els tractaments, es recullen les mostres amb
un rascador amb la finalitat d’aixecar la monocapa de cél-lules juntament amb el medi i es
transfereix en un tub eppendorf i es centrifuga 5 min a 10000 rpm. A continuacio, es renta el
pellet amb PBS 1X fred i es torna a centrifugar a 4°C durant 5 min a 11000 rpm. S’aspira el

PBS, es congela el pellet a -80°C o es segueix amb el protocol.

Preparacié de les mostres. Per poder realitzar l'analisi s’han de generar uns blocs

d’agarosa que continguin les cél-lules obtingudes en el pas anterior. Les cél-lules es
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suspenen en 40 pL de PBS 1X i s’atemperen a 60°C durant 5 min. Seguidament,
s’afegeixen 40 yL d’agarosa de baix punt de fusié (Agarose Low Melting Point, Sigma) al
1% en TBE 0.5X (TBE 0.5X: 45 mM de Tris, 45 mM d’acid boéric, 1 mM EDTA a pH 8.3)
mantinguda en un bany a 60°C. Una vegada homogeneitzada la mostra es transfereixen els
80 pL en un motlle d’insercid i es deixa solidificar aproximadament 45 min. Una vegada les
mostres ja han solidificat, es transfereixen els blocs, de forma individual, a tubs eppendorfs i
s’incuben en 1 mL de tampé de lisis (10 mM de Tris, 0.5 M d’EDTA, 1% Lauril Sarcosil) al
qual se li afegeix la proteinasa K (100 pg/mL). La digestié es deixa 24 h en un forn
d’hibridacié a 50°C en agitacié suau. Passades les 24 h, obtenim dos mostres diferents: el
bloc d’agarosa que ens servira per I'analisi de la fragmentacié d’ADN d’alt pes molecular, i
el tampd que servira per I'analisi de la fragmentacié d’ADN de baix pes molecular, també

conegut com a ladder.

- Analisi de CHEF o fragmentacié d’alt pes molecular. Els blocs d’agarosa es renten

dues vegades amb 1 mL de 0.5X TBE durant 1 hora a temperatura ambient i en
constant moviment. Mentrestant es prepara el gel d’agarosa pel CHEF (Agarose for
pulsed field electrophoresis, SIGMA) a I'1% en TBE 0.5X. Una vegada passat el
temps dels rentats, es carreguen els blocs en el gel d’agarosa i es sellegen amb
agarosa de baix punt de fusié. Préviament, 'aparell CHEF es posa en funcionament,
afegint 2L de TBE 0.5X i deixant que arribi a una temperatura de 14°C. A
continuacio, es posa a correr el gel durant 14 hores a 14°C, a un voltatge constant
de 6V/cm i un temps inicial i final de 5-50 segons respectivament. Una vegada
finalitzat, es tenyeix el gel amb bromur d’etidi durant 30 min i s’observen les bandes
en un transil-luminador de llum ultraviolada (254-360 nm) capturant la imatge amb la
camera fotografica.

- Analisi de ladder o fragmentacié de baix pes molecular. Es recupera el tampo de lisi

de la incubacié amb els blocs d’agarosa i es barreja amb el mateix volum d’etanol al
100% (-20°C). Es barreja per inversié i es deixa tota la nit a -20°C per tal que
precipiti TADN. Al dia segient, es centrifuga la mostra durant 15 min a 14000 rpm,
es renta el pellet amb 1 mL d’etanol al 70% i es torna a centrifugar en les mateixes
condicions. A continuacio, es deixa assecar el precipitat durant 3-4 hores (fins que
veiem que el precipitat es torna transparent). Una vegada sec, es suspén el
precipitat en 10 pL de tampo TE (10 mM Tris, HCI pH 7.5, 1 mM EDTA), s’afegeix
RNAsa (10 yL/mL) i s’incuba durant 1 hora a 37°C. Posteriorment, s’escalfen les

mostres durant 5 min en un bany a 60°C per tal de garantir que 'ADN es dissolgui
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bé. Es prepara un gel d’agarosa a I'1.5% en el tampé TAE 1X amb SYBER Safe
(1:10,000) i les mostres es carreguen amb 5 yL d’Orange G (0.15% Orange G, 10
mM Tris, 10 mM EDTA, 30% Glicerol). S’inicia I'electroforesi a 150V i finalment
s’observa el gel en el transil-luminador de llum ultravioleta capturant la imatge amb

la camera fotografica.

4.3 Activitat nucleasa in vitro

Els extractes citosolics es van obtenir tal com s’ha descrit en I'apartat de Subfraccionament
cel-lular. Concretament, en aquest experiment es van utilitzar fibroblasts dérmics de ratolins
Tatd™* i Tatd”. Una vegada obtinguts els extractes citosolics (10-30 pg de proteina), es van
incubar amb 1 pg del plasmidi pcDNA3.1 (Invitrogen) linealitzat amb Bglll (TaKara, 1021A),
en un tampé d’incubacié de 50 mM de Tris pH 8, 5 mM de MgCl, a 37°C durant 2 hores.
Finalitzades les dues hores, les mostres es van correr en un gel d’'agarosa al 1% tenyit amb
SYBR Safe (Molecular Probes). 63

5. ANALISI ESTADISTIC

L’analisi estadistic s’ha realitzat amb el programa GraphPad Prism (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

Segons s’indica a les llegendes de les figures I'analisi estadistic es realitza mitjancant I'is
dels tests segients: unpaired Student's t-test, one-way ANOVA, two-way ANOVA i els tests
no parameétrics Mann-Whitney i Krustal-Wallis quan es desconeixia si les distribucions eren
Gaussianes o hi havia poques répliques. Valors de p<0.05 sén considerats estadisticament

significatius.
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1. Caracteritzaci6 de I'’expressié6 d’Endog en linies tumorals

d’endometri, tiroides, colon i leucémia

Resultats previs del nostre grup demostren que la deficiencia d’Endog genera una
disminucié en la proliferacio en cultius primaris de cél-lules provinents dels ratolins Endog™
i en linies cel-lulars transduides amb els shRNAs d’Endog. Donat que es veu afectada la
proliferacié en cél-lules no tumorals, vam voler analitzar si aquest defecte en proliferacio
també té lloc en linies tumorals humanes. Primer de tot, vam analitzar I'expressioé basal
d’EndoG en tres linies d’adenocarcinoma d’endometri (IK, MFE, Hec-1), dues linies de
carcinoma de tiroides (Cal-62 i FTC-133), dues linies d’adenocarcinoma de colon (CACO2 i
HT-29) i una linia de leucémia limfocitica cronica. La linia que presenta més expressio
d’EndoG és la linia HT-29, seguida de la linia MEC-1 (Figura 15).
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Figura 15. La linia d’adenocarcinoma de colon HT-29 és la linia que presenta els nivells
d’expressié I’EndoG més elevats. Western blot mostrant I'expressiéo d’EndoG, la fosforilacié de
AKT, I'expressié de PTEN i I'expressié de la lipoamida deshidrogenasa (LPDH) utilitzada com a
marcador mitocondrial. Per comprovar que en tots els carrils hi havia la mateixa quantitat de proteina
es va tenyir la membrana amb naphtol blue (NB).
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En cél-lules normals la disminucié de I'expressido d’Endog comporta una disminucié en la
fosforilacio de Akt (resultats previs no publicats), proteina important en la senyalitzacio de la
via PI3K/Akt, relacionada amb el cicle cel-lular. Per aquesta rad, vam analitzar els nivells de
la fosforilacid de Akt en les diferents linies tumorals descrites. Les linies que presenten
nivells elevats en la fosforilaci6 de Akt sén la linia Ishikawa i la linia FTC-133, linia
d’adenocarcinoma d’endometri i linia d’adenocarcinoma de colon, respectivament. Els alts
nivells de fosforilacié d’Akt en ambdues linies correlacionen amb la nul-la expressié de la

fosfatasa PTEN, fosfatasa que inactiva la senyalitzacié de la via PI3K/Akt.

Degut a que Endog és una nucleasa mitocondrial, es va analitzar I'expressio de la lipoamida
deshidrogenasa (LPDH). Aquesta forma part del complex multienzimatic 2-oxoglutarat
deshidrogenasa, situat en la matriu mitocondrial. La seva expressié ens permet saber si
existeix una correlacié entre I'expressiéo d’aquest marcador mitocondrial i EndoG. En la
majoria de linies tumorals existeix una correlacié en I'expressié de la LPDH i EndoG, a

excepcio de la linia HT-29.

2. Efecte d’Endog sobre la proliferacié en linies tumorals

d’endometri, tiroides i colon
Per tal d’estudiar I'efecte que es produeix degut a la disminucié d’Endog, es van seleccionar
diferents linies tumorals i es van transduir amb el vector scrambled i amb dos shRNAs
d’Endog humans. Concretament, les linies cel-lulars estudiades van ser les IK, Cal-62, FTC-
1331 HT29 (Figura 16).

Es van seleccionar la linia IK i la linia FTC-133 per l'elevada fosforilaci6 d’Akt que
presenten. En les IK, les cél-lules transduides amb els shRNAs d’Endog completen un
menor nombre de cicles en 72 hores que les cél-lules transduides amb el vector scrambled
(Figura 16A). En canvi, en les FTC-133 no es produeix un defecte en proliferacio significatiu
(Figura 16C). En aquestes ceél-lules, I'eficiéncia de la transduccio va ser menor que en la
resta de linies transduides i en consequéncia la reduccié de I'expressié d’Endog va ser
baixa. Per tant, es va seleccionar l'altra linia de tiroides, la Cal-62, per als estudis posteriors.
En aquesta linia, I'eficiéncia de transduccidé va ser molt elevada i els nivells d’expressio
d’EndoG es redueixen molt en les cél-lules tractades amb els shRNAs. Tot i aixi, aquestes

cel-lules es dividien de la mateixa manera que les cél-lules scrambled (Figura 16B).

També es va realitzar I'estudi en proliferacié en la linia HT-29 (Figura 16D), linia interessant
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pels alts nivells d’expressié d’EndoG que presenten respecte les altres linies estudiades. En

aquest cas, tot i la notable reduccié de I'expressié d’Endog amb els shRNAs, les cél-lules

amb els shRNAs d’Endog completen el mateix nombre de cicles que el control en 72 hores.
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Figura 16 La disminucié de I’expressié d’Endog disminueix la proliferacié en la linia tumoral
Ishikawa, pero no en les altres linies cel-lulars estudiades. Nombre de cicles que completen en
72 hores les cél-lules tumorals transduides lentiviralment amb el vector scrambled (SCR) i amb dos
shRNAs d’Endog. A) Ishikawa B) Cal-62 C) FTC-133 D) HT-29. Tots els experiments realitzats han
sigut validats mitjangant I'analisi d’expressié de proteina per Western Blot. *p-value < 0.05 (1way

ANOVA).
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3. Caracteritzacio dels nivells de fosforilacio d’Akt en linies

cel-lulars de glioblastoma

Tal com es mostra en la Figura 16, Endog té un efecte major en la proliferacié en la linia
Ishikawa, una de les dues linies amb més fosforilacié d’Akt. Es sap que l'activitat de la
proteina Akt és elevada en les cél-lules de glioblastoma degut a la mutacié del supressor
tumoral PTEN. Per aquest motiu, vam voler analitzar i comparar el nivell d’ambdues
proteines en dues linies cel-lulars de glioblastoma, la U-87 i la U-251 (Figura 17). En el
western blot es van incloure com a control dues linies tumorals d’endometri, les IK com a
control positiu d’elevada fosforilaci6 d’Akt i les MFE com a control negatiu de baixa
expressié de la fosforilacié d’aquesta proteina. Les U-251 tenen nivells de fosforilacio d’Akt
similars a les IK i les U-87 similars a les MFE. Aixi doncs, la linia U-251 presenta una major
fosforilacio d’Akt respecte a la linia U-87. En canvi, cap de les dues linies presenten

expressié de PTEN.

U-87 U-251 IK MFE
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Figura 17. Els nivells de fosforilacié d’Akt s6n més elevats en la linia U-251 de glioblastoma.
Extractes totals de proteina de tres répliques diferents procedents de les linies U-87 i tres répliques
de les linies U-251, en els quals s’ha analitzat la preséncia de pSer473-Akt, Akt total, PTEN. Per
comprovar que en tots els carrils hi havia la mateixa quantitat de proteina es va tenyir la membrana
amb naphtol blue (NB).

4. Efecte d’Endog sobre la proliferacié en les linies tumorals de

glioblastoma

Una vegada coneguts els nivells basals de fosforilaciéo d’Akt en les dues linies tumorals de
glioblastoma, es van dur a terme els experiments de proliferacio silenciant Endog. Es van
transduir ambdues linies amb els dos shRNAs d’Endog humans i al cap de 72 hores es van

calcular el nombre de cicles completats en les cél-lules control i en les cél-lules tractades
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amb els shRNAs. En la linia U-87, les cél-lules que presenten una baixada d’expressié
d’EndoG no presenten un retras en la proliferacié cel-lular (Figura 18A). En canvi, en la linia
U-251 les cél-lules tractades amb els shRNAs es divideixen més lentament que les cél-lules

tractades amb el vector scrambled (Figura 18B).
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Figura 18. La reduccié de I’expressié d’Endog genera un defecte en proliferacié en la linia U-
251 de glioblastoma. Nombre de cicles que completen les cél-lules de glioblastoma transduides
lentiviralment amb el vector scrambled (SCR) i amb dos shRNAs d’Endog. A) U-87 B) U-251. *p-
value < 0.05 (1way ANOVA).

5. Estudi de Il'efecte de la reduccié d’Endog en cultius

tridimensionals de cél-lules epitelials d’endometri

Tenint en compte els resultats obtinguts en la linia tumoral d’endometri, vam decidir estudiar
'efecte d’Endog en cultius tridimensionals (3D). Aquests imiten I'organitzacié del teixit in
vivo i tenen un paper fonamental en la investigacio de la participacié dels gens d’adhesio i
polaritat cel-lular en la patogénesis dels cancers epitelials. El grup de patologia oncoldgica
del IRB Lleida va desenvolupar un model de cultiu 3D a partir de cél-lules epitelials
d’endometri de ratoli, on van demostrar que el creixement d’aquestes depén de la via
PI3K/Akt. A més a més, van demostrar que la inhibicié de I'expressié de Pten augmenta la

proliferacié6 de les glandules d’endometri. Aprofitant aquest model experimental es va
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avaluar si la disminucié d’Endog causava una reduccié en el tamany de les glandules

d’endometri deficients en Pten.

Es van transduir cél-lules epitelials d’endometri wild type (Pten") i knock-out (Pten™) per
Pten amb un vector scrambled i un shRNA d’Endog. Passats 8-10 dies després de la
infeccidé, vam veure que el shRNA d’Endog era capa¢ de disminuir I'increment de mida
glandular generat pel knock-out de Pten (Figura 19A). Les mesures del perimetre glandular
van confirmar I'increment de mida generat per la pérdua de Pten i també, la disminucio de
la mida en les glandules Pten” quan les cél-lules eren transduides amb el shRNA d’Endog
(Figura 19B).
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Figura 19. El silenciament d’Endog disminueix el tamany de les glandules en cultius
tridimensionals de cél-lules d’endometri Pten”. A) Imatges de contrast de fases de cultius 3D
Pten** i Pten” infectats amb el vector scrambled i amb el shRNA d’Endog. B) Quantificacié dels
perimetres glandulars dels cultius 3D Pten** i Pten” transduits amb el vector control i amb el sShRNA
d’Endog. **p-value<0.01, ***p-value<0.001 (1way ANOVA).

Es van analitzar els nivells d’expressié de la proteina PTEN i EndoG per tal de confirmar els
genotips Pten™ i Pten™ i la disminuci6 de I'expressié d’Endog causada pel shRNA d’Endog.
Com s’observa en la Figura 20, la deficiencia de Pfen causa un increment de I'expressio
d’EndoG. A continuacio, es van analitzar els nivells de fosforilacio d’Akt i 'expressié de
Ciclina D1 per valorar I'estat proliferatiu de les glandules. Es produeix un increment en la
fosforilacio d’Akt i un increment de I'expressié de la Ciclina D1 en les glandules Pten”
transduides amb el vector control. Ambdés increments sén revertits quan les cél-lules Pten™

son transduides amb el shRNA d’Endog.
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Figura 20. La pérdua de PTEN genera un increment en I'expressié d’EndoG, de la ciclina D1 i
en la fosforilacié d’Akt, increment que es veu revertit per la reduccié de I'expressié d’Endog.
Es van aillar extractes proteics de glandules d’endometri Pten** i Pten”, les quals van ser
transduides amb el vector scrambled (SCR) i el shRNA d’Endog durant 8 dies. Per comprovar que en
tots els carrils hi havia la mateixa quantitat de proteina es va tenyir la membrana amb naphtol blue
(NB).

6. Generaci6é del model animal Cre-ER"*-Pten” Endog™

Els resultats obtinguts amb el shRNA d’Endog en els cultius tridimensionals de cél-lules
d’endometri Pten”, ens van dur a generar un model muri que ens permetés la delecié
simultania de Pten i Endog, evitant aixi la transduccié lentiviral. En la Figura 21 es troba
representada I'estratégia que es va fer servir per aconseguir el nou model animal. Tal com
s’ha explicat en I'apartat de materials i métodes es va creuar el ratoli Cre-ER™" Pten™ amb
el ratoli Endog™, on es van haver de creuar dues generacions per tal d’obtenir els genotips
desitjats. Els genotips d’interés sén els segiients: Cre-ER" - Pten" Endog*”*, Cre-ER"
Pten" Endog™ , Cre-ER" *" Pten"" Endog**, Cre-ER" *" Pten" Endog™".

Per tal de facilitar la nomenclatura en les figures de resultats, quan els animals tinguin

I'expressié de la recombinasa Cre-ER els anomenarem Pten”, ja que en preséncia de
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tamoxifé la Cre-ER reconeixera les sequiéncies fl/fl de Pten i es generara la delecié d’aquest
gen. En canvi, quan els ratolins no expressin la recombinasa Cre-ER, els anomenarem

Pten*".

Cre-ERT */ ptenfi/fl Endog'/ )

Cre-ERT */- ptenfll* Endog”' Cre-ERT 7= ptenfl/* Endog”'

cre-ERT *- pten®? Endog*’~  cre-ERT 7= pten®? Endog*’-

cre-ERT *- ptenffl Endog*'*
cre-ERT *- Pten  Endog™-
cre-ERT 7~ Pten Endog*'*
cre-ERT 7~ ptenff! Endog™
cre-ERT * Pten Endog*'-

cre-ERT 7= ptenfi/fl Endog"'/'

Figura 21. Estratégia utilitzada per la generacié del model Cre-ER" *- Pten™ Endog™-.

7. Estudi de I’efecte en proliferacié en el model Cre-ERT *- Pten™"

Endog™.

Una vegada obtingudes les femelles amb els genotips d’interés es van realitzar els cultius
tridimensionals de les cél-lules d’endometri. Tal com s’observa en les imatges de contrast
de fases les glandules d’endometri provinents de femelles Pten” Endog” tenen un menor
tamany respecte a les glandules Pten” Endog** (Figura 22A). A més a més, tot i no arribar
a ser significatiu estadisticament, a través de la quantificacié del perimetre glandular vam
observar que les glandules Pten™*Endog” presenten un menor tamany que les glandules

Pten**Endog™* (Figura 22B). La quantificacié dels perimetres glandulars ens permeten
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corroborar I'observat a les imatges de contrast de fases, un augment de mida en les

glandules Pten” Endog™* i una disminucié en les Pten” Endog™.
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Figura 22. La deficiéencia d’Endog provoca una reduccié del tamany de les glandules
deficients en Pten. A) Imatges representatives de contrast de fases de cultius 3D de glandules
d’endometri de femelles Pten**Endog™*, Pten**Endog”, Pten”Endog”*, Pten”Endog”. B)
Quantificacio dels perimetres glandulars de cultius 3D de glandules d’endometri de femelles Pten**
Endog**, Pten**Endog”, Pten’Endog**, Pten”Endog”. *p-value <0.05, ***p-value<0.001 (1way
ANOVA).

Per tal de confirmar els genotips de les 4 femelles utilizades Pten** Endog**, Pten**Endog
* Pten”Endog™ i Pten”Endog”, es van analitzar mitjancant western blot els nivells de
proteina de PTEN i EndoG (Figura 23). Es produeix un increment en I'expressié d’EndoG
en l'extracte de les glandules Pten”Endog™ respecte l'extracte de les glandules
Pten**Endog**. Degut a I'elevada proliferacié de les glandules Pten”Endog™", la fosforilacio
de Akt i I'expressié de ciclina D1 estan augmentades. Aquest augment en ambdues
proteines no es produeix en les glandules Pten”Endog”. També es va analitzar I'expressio
de la lipoamida deshidrogenasa utilitzada com a marcador mitocondrial, essent més

abundant en les glandules Pten”Endog™".
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Figura 23. Els animals Pten”Endog” presenten una deleccié eficient en ambdés gens. Deteccio
de la banda PTEN en els ratolins Pten**Endog** i Pten**Endog™” i deteccio de la banda EndoG en
els ratolins Pten**Endog*™* i Pten”Endog**. La delecci6 de PTEN en I'animal Pten’Endog**
correlaciona amb un augment en p-Akt | Ciclina D1. En contrast, en I'animal Pten”Endog” es
produeix una disminucié en ambdues proteines. Per comprovar que en tots els carrils hi havia la
mateixa quantitat de proteina es va tenyir la membrana amb naphtol blue.

Per tal de corroborar els resultats de creixement cel-lular amb una altra técnica, es va
utilitzar un assaig d’incorporaci6 de BrdU. Els cultius tridimensionals de glandules
provinents de femelles Pten™”" Endog**, Pten”* Endog™”, Pten” Endog"™* i Pten”Endog™ es
van deixar créixer durant 8 dies. Com es pot observar en la Figura 24, es produeix una
menor incorporacié de la BrdU en la delecié simple d’Endog (Pten**Endog™). Com a
conseqiiéncia de l'increment en proliferacié ocasionat per la delecié simple de Pten (Pten™
EndoG™*), el percentatge de nuclis BrdU positius és major. En contrast, la delecié doble de
Pten i Endog (Pten”Endog”) genera una reduccid significativa del percentatge de nuclis
BrdU positius respecte a la delecio simple de Pten. Aixi doncs, aquests resultats corroboren
la disminuci6 en proliferacié deguda a la deficiencia d’Endog tant en cél-lules wild-type com

en cél-lules deficients en Pten.
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Figura 24. La tincié BrdU revela que la delecié d’Endog provoca una reduccié de nuclis BrdU
positius. A) Imatges representatives de microscopia confocal mostrant la incorporacio de la BrdU de
glandules de femelles Pten** Endog™*, Pten** Endog”, Pten” Endog** i Pten”Endog”. B)
Quantificacio del percentatge de nuclis BrdU positius presents en les glandules amb els diferents
genotips descrits.  ***p-value<0.001 (1way ANOVA).
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1. Caracteritzacié de I'expressio d’ExoG

1.1 ExoG en diferents teixits de rates neonatals i adultes.

L’analisi filogenétic d’EndoG (Figura 25A) revela que durant I'evolucid s’ha produit una
duplicacié del gen endo/exonucleasa ancestral generant els paralegs EndoG i ExoG en
eucariotes superiors. L’endo/exonucleasa Nuc1p, anomenada també com a endonucleasa
G del llevat, difereix dels seus homolegs en mamifers per la preséncia de l'activitat 5’-3’
exonucleasa a més de la seva activitat endonucleasa. Aquesta activitat 5'-3’ exonucleasa
que presenta el llevat, |li permet generar talls monocatenaris en 'ADN de doble cadena
durant processos de recombinacié i reparacié d’aquest. Contrariament a la nucleasa EndoG
en mamifers, ExoG exerceix activitat endonucleasa i activitat 5’-3’ exonucleasa. Degut al
mateix origen comu i activitats enzimatiques complementaries, vam voler saber si es troben
expressades de manera similar en els mateixos teixits de mamifer. L'expressié d’EndoG va
ser analitzada anteriorment pel nostre grup i es va determinar que es troba altament
expressada en el cor i que la seva expressio incrementa durant el desenvolupament. Per tal
de caracteritzar I'expressié d’ExoG, vam analitzar I'abundancia del transcrit a diferents
teixits de rata neonatal i adulta (11 mesos) mitjangant PCR en temps real. Concretament els
teixits que vam analitzar sén cor, fetge, melsa, ronyd, muscul i cervell. Els nostres resultats
suggereixen que durant el desenvolupament I'expressié d’Exog disminueix, essent el cervell
el teixit on és més abundant (Figura 25B). A continuacid, vam analitzar 'expressié d’ExoG i
EndoG a nivell de proteina confirmant que ExoG es troba principalment en el cervell i que
EndoG abunda en el cor (Figura 25C).

Degut a que ExoG i EndoG estan descrites com a nucleases mitocondrials vam analitzar
'expressio de la lipoamida deshidrogenasa i COX-IV per tal de veure si les nucleases
correlacionen amb els nivells d’expressié d’aquests dos marcadors mitocondrials.
L’expressié d’ EndoG correlaciona amb la lipoamida deshidrogenasa i COX-IV. En canvi,

ExoG no mostra un clar patré mitocondrial.
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Figura 25. ExoG i EndoG no comparteixen el mateix patré d’expressié en teixits de rata
neonatal i adulta tot i tenir un origen evolutiu coma. A) Arbre filogenétic d’EndoG i ExoG
obtingut a partir de I'eina bioinformatica TreeFam d’EMBL-EBI. B) Abundancia de transcrit d’ ExoG
en cor, fetge, melsa, ronyd, muascul i cervell en rates neonatals i adultes. C) Analisi de I'expressio
d’ExoG i EndoG mitjangant Western Blot dels mateixos teixits que es van analitzar en mRNA. Per
comparar I'expressi6 dExoG i EndoG amb proteines mitocondrials es van utilitzar la LPDH:
lipoamida deshidrogenasa i COX-1V: citocrom C oxidasa subunitat IV. Per comprovar que en tots els
carrils hi havia la mateixa quantitat de proteina es va tenyir la membrana amb naphtol blue. D) Analisi
densitométric dels western blots d’ExoG. **p-value<0.01, ***p-value<0.001 (2way ANOVA).

1.2 ExoG en diferents arees de cervell de rates adultes
Com que ExoG es troba altament expressada en el cervell de rates adultes, vam voler
analitzar si la seva distribucié és homogénia o esta localitzada en determinades estructures
del cervell. Vam extreure el bulb olfactori, el cerebel, el tronc de I'encéfal, 'hipocamp i el

cortex de tres rates adultes i no es van veure diferéncies a nivell de proteina. En paral-lel
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vam analitzar I'expressio d’EndoG, la qual també es troba expressada de manera ubiqua en

les arees del cervell analitzades (Figura 26A).

El sistema nervios central esta format majoritariament per dos grans grups de cél-lules: les
neurones i les cél-lules glials. Per aquest motiu vam analitzar I'expressio d’ExoG i EndoG en
neurones i cél-lules glials en cultiu. ExoG es troba principalment expressada en les
neurones i EndoG és més abundant en les cél-lules glials com el marcador mitocondrial
COX-IV. Per tal de comprovar el grau d’enriquiment i contaminacié en cadascun dels
extractes cel-lulars vam utilitzar la $3- tubulina com a marcador neuronal i la GFAP com a

marcador de cél-lules glials.

Com es pot veure en la Figura 25C i Figura 26A, quan s’analitza I'expressio d’ExoG en els
extractes de cervell i en les neurones, apareix una banda de menor tamany a I'esperada
(d’aproximadament 37 kDa). Per tal de saber si aquesta banda era especifica, vam
dissenyar dos shRNAs d’ExoG de rata i vam transduir cél-lules de la linia de fibroblasts Rat-
2, i vam veure que ambdds shRNAs produeixen una disminucié de la proteina a la talla

esperada (Figura 26B).

A continuaci6, vam transduir cél-lules de la linia PC-12 ja que sén ceél-lules que responen a
NGF mitjangant la induccié d’un fenotip neuronal. En els westerns blots realitzats amb
aquesta linia cel-lular apareix la banda de menor mida que haviem observat en les diferents
arees de cervell i en les neurones. Tal hi com es mostra en la Figura 26C, la banda
corresponent a ExoG disminueix en les cél-lules tractades amb el shRNA1 respecte a
cel-lules no transduides o transduides amb el scrambled. En canvi, no es produeix una

disminucié de la banda de menor mida, indicant aixi que aquesta ultima és inespecifica.
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Figura 26. ExoG es troba principalment expressada en neurones. A) Anadlisi de I'expressio
d’ExoG i EndoG en bulb olfactori, cerebel, tronc de I'encéfal, hipocamp, cortex, neurones i cél-lules
glials. Es va utilitzar la $3- tubulina com a marcador neuronal i la GFAP com a marcador de cél-lules
glials. B) Analisi de I'especificitat de I'anticos d’ExoG mitjancant la transduccié amb dos shRNAs
d’ExoG en cél-lules Rat-2. C) Analisi de I'especificitat de la banda de menor pes molecular que
apareix en la linia cel-lular PC12. Per comprovar que en tots els carrils hi havia la mateixa quantitat
de proteina es van tenyir les membranes amb naphtol blue.

1.3 ExoG en cardiomiocits i fibroblasts cardiacs
Donada I'elevada expressio d’ EndoG en el teixit cardiac, el nostre grup va demostrar que
aquesta és present de manera maijoritaria en els cardiomiocits. Per tal de saber si ExoG es
troba en els cardiomiocits o en els fibroblasts cardiacs (principals tipus cel-lulars que
composen el cor), es van realitzar cultius primaris d’'ambdues poblacions aillades de cors de
rates neonatals. Contrariament a EndoG, ExoG es troba expressada de manera similar en
els cardiomiocits i en els fibroblasts cardiacs (Figura 27A). Tal i com s’ha mencionat
anteriorment, s’ha utilitzat COX-IV com a marcador mitocondrial, i la seva expressié
correlaciona amb I'expressié d’EndoG perd no amb I'expressid d’ExoG. Per tal de
comprovar el grau d’enriquiment i contaminacié en cadascun dels extractes cel-lulars, vam
utilitzar la a-actinina com a marcador de cardiomiocits i la vimentina com a marcador de

fibroblasts.
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Figura 27. ExoG es troba expressada tant en cardiomiocits com en fibroblasts. En canvi,
EndoG és majoritaria en els cardiomiocits. A) Els extractes totals de proteina procedents de
cultius primaris de cardiomiocits i fibroblasts cardiacs van ser analitzats mitjangcant western blot,
utilitzant anticossos especifics contra ExoG, EndoG, COX-1V, a-actinina i vimentina. Per comprovar
que en tots els carrils hi havia la mateixa quantitat de proteina es va tenyir la membrana amb naphtol
blue. B) Analisi densitométric dels western blots d’ExoG i EndoG. **p-value<0.01 (Mann Whitney
test).

2. Analisi de la translocacié d’ExoG durant la isquémia

experimental

S’ha demostrat que EndoG es troba localitzada en 'espai intermembrana mitocondrial i es
transloca al citosol sota condicions d’estrés. Degut a que ExoG no mostra un clar patré
mitocondrial, vam decidir estudiar la seva localitzacié subcel-lular tant en condicions
normals com en condicions d’estrés. Es van cultivar cardiomiocits en condicions control,
21% d’oxigen i 5% de CO,, i en condicions d’estrés hipoxic durant 18 hores, 0.2% d’oxigen i
5% de CO; , simulant una isquémia. A continuacid, es van extreure fraccions totals,
mitocondrials i citosoliques d’ambdues condicions i es va analitzar I'expressié d’EndoG i

ExoG mitjangant western blot.

Tal com s’ha mencionat anteriorment i com es pot veure en la Figura 28, EndoG en la

condicié control es troba localitzada en la mitocdndria i sota condicions d’isquémia és
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alliberada al citosol. En canvi, ExoG, tant en la condicié control com en la condicid

d’'isquémia, es troba localitzada a la fraccié mitocondrial.

Per tal de saber si s’havien aillat correctament les dues fraccions cel-lulars estudiades, es
van analitzar els marcadors COX-IV per la fraccié mitocondrial i la lactat deshidrogenasa i
GAPDH per la fraccio citosolica. En condicions d’isquémia, la preséncia de la lactat
deshidrogenasa en la fraccié citosolica és menor que en les condicions control. Pel que fa a
'expressio de I'enzim GAPDH, en la situacid control és detectat en la fraccid total i
citosolica. En canvi, en la situacio d’estres també és detectat en la fraccié mitocondrial.

A més a més, es va utilitzar la proteina citocrom ¢ com a control de I'eficacia del tractament
isquémic, ja que és una de les proteines translocades de la mitocdndria al citosol durant la

induccié de mort cel-lular apoptotica.

Control Isquémia
T Mit Cit T Mit Cit
ExoG - -
EndoG e — — -
CitC - - -

COX-IV | ™= == e e

LDH | = —~— e

GAPDH | - — D S —

Figura 28. ExoG es localitza a la mitocondria tant en condicions control com en condicions
d’estrés. Analisi de I'expressiéo d’EndoG i ExoG en extractes proteics totals, mitocondrials i citosolics
en cardiomiocits control i isquémics. Per tal de comprovar I'eficacia del tractament al 0.2% d’oxigen
es va analitzar la preséncia de citocrom C en les diferents fraccions. COX-IV és el marcador
mitocondrial utilitzat i la LDH i GAPDH els marcadors citosolics.

3. Estudi de I'efecte de la disminucié d’Exog

3.1 ExoG i la integritat de ’ADN nuclear durant la mort cel-lular
EndoG és descrita com un important executor del processament de I'ADN en els

cardiomiocits durant el tractament amb isquémia. Per tal d’analitzar si ExoG té un paper
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important durant la fragmentacié de 'ADN, es va utilitzar la técnica del CHEF-ladder que

permet visualitzar la fragmentacié de ’ADN genomic d’alt i baix pes molecular.

Els cardiomiocits van ser transduits amb el vector scrambled i amb un shRNA d’Endog i
Exog. Passades 72 hores després de la transduccid, els cardiomidcits van ser exposats al
tractament amb 0,2% d’oxigen durant 18 hores, simulant una isquémia. Els resultats
corresponents a la fragmentacio d’alt pes molecular (high molecular weight fragmentation,
HMWEF), i de baix pes molecular (low molecular weight fragmentation, LMWF) es mostren a
la Figura 29A.

El tractament amb isquémia indueix la formacié de fragments de 50 kbp en les 4 condicions
testades: cardiomiocits no transduits, transduits amb el vector scrambled, transduits amb el
shRNA d’Endog i amb el shRNA d’Exog. En canvi, la reduccié de I'expressié d’Endog
correlaciona amb una reduccié important de la fragmentacié de baix pes molecular. Efecte
que no s’observa quan la proteina que disminueix és Exog, indicant que ExoG no esta

implicada en la fragmentacié de baix pes molecular de 'ADN en l'isquémia.

En un model depenent de caspases, EndoG, no participa en el tall de 'ADN durant la mort
cel-lular. Per tal de saber si ExoG en aquestes condicions podia participar en la degradacié
de '’ADN d’alt o de baix pes molecular es va realitzar 'experiment amb la linia cel-lular Rat-
2. Primer de tot, es van transduir les ceél-lules amb el vector scrambled, amb el shRNA
d’Exog i Endog. Transcorregudes 72 hores, les cél-lules es van sotmetre a dos tractaments.
El primer, amb l'inductor de I'apoptosi estaurosporina (STS) i el segon amb I'estaurosporina
combinada amb l'inhibidor de caspases, Q-VD-OPh. En la Figura 29B, s’observa que el
tractament amb I'estaurosporina provoca fragmentacioé tant d’alt com baix pes molecular en
totes les condicions analitzades. Per ultim, el tractament amb I'estaurosporina combinada
amb l'inhibidor Q-VD-OPh és capac d’inhibir la degradacio de baix pes molecular, perd no la

dalt pes molecular.
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Figura 29. ExoG no participa en la degradacié de ’ADN genomic, ni en un model depenent ni
independent de caspases. Es va utilitzar un vector scrambled, un shRNA especific contra Endog i
un contra Exog. A) Analisi de la fragmentaci6 de 'ADN en cardiomiocits tractats durant 18 hores amb
isquémia. B) Analisi de la fragmentaci6 de 'ADN en la linia cel-lular Rat-2 tractada amb 1 uM
d’estaurosporina amb o sense I'inhibidor de caspases, 5 UM Q-VD-OPh durant 4 hores. En la part
superior de les imatges es troba la fragmentacié d’alt pes molecular (HMWF); i en la part inferior la
fragmentacio de baix pes molecular (LMWF).

LMWF

3.2 ExoG i la hipertrofia dels cardiomiocits
Resultats previs del nostre grup demostren que la deficiencia d’Endog desencadena
hipertrofia en els cardiomiocits neonatals del ratoli Endog”. També es va demostrar que a
través de la disminucio de I'expressio d’Endog mitjangant el shRNA, es produeix hipertrofia
en cardiomiocits neonatals de rata. Un grup independent, ja havia demostrat que la

disminucio de I'expressido d’Exog induia un augment en la mida d’aquests'’®.

Per aquest
motiu, vam decidir de comparar I'efecte hipertrofic de la disminucié d’Endog i d’Exog per
separat, a més d’analitzar si la reduccié simultania d’Endog i Exog té un efecte additiu

respecte a la simple reduccié d’Endog o Exog.

Es van disseccionar i digerir cors neonatals de rata. A continuacié, es van sembrar els
cardiomiocits i es van transduir amb el vector scrambled, un shRNA d’Endog, un shRNA
d’Exog, i per ultim la doble transduccié amb els dos shRNAs. Es va quantificar I'area dels
cardiomiocits mitjangant la tinci6 amb I'anticds a-actinina (Figura 30A). Corroborant els
resultats previs, es va obtenir un increment en la mida en els cardiomidcits neonatals
transduits amb els shRNA d’Endog o Exog. La doble transduccié no genera un augment

significatiu en les arees dels cardiomidcits respecte a la simple transduccié d’Endog o Exog.
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Figura 30. La reduccié simultania d’Endog i Exog no genera un augment en la mida dels
cardiomiocits respecte a la reduccidé simple d’Endog i Exog. A) Imatges representatives de
cardiomidcits neonatals de rata no transduits, transduits amb el vector scrambled, amb el shRNA
d’Endog, amb el shRNA d’Exog i amb ambdds shRNAs. Van ser fixats i tenyits amb la a-actinina
(sarcomer, vermell) i amb Hoescht 33342 (nuclis, blau). Comprovacié mitjangcant western blot de
I'eficiéncia dels shRNAs contra Endog i Exog, tant en la reduccié simple de cadascuna com en la
reduccié doble d’ambdues nucleases. B) Quantificacié de I'area cel-lular amb el software ImageJ
d’almenys 100 cardiomidcits per condicié. ***p-value<0.001 (1way ANOVA).

3.3 ExoG i la proliferacio cel-lular

3.3.1 ExoG i proliferacié de fibroblasts de rata Rat-2
La disminucié d’Endog regula el creixement i la divisié cel-lular. Un dels primers models en
els quals el nostre grup va estudiar I'efecte d’EndoG en proliferacié va ser en el model muri
Endog™, on els fibroblasts de pell d’aquests completaven un menor nombre de cicles al llarg
de les 72 hores que romanien en cultiu, disminuint el percentatge de cél-lules presents en la
fase S i augmentant el percentatge de cél-lules presents en la fase G1 del cicle cel-lular. A
més a més, en aquest treball s’han presentat els resultats en proliferacié obtinguts en linies

cel-lulars tumorals humanes i en el nou model muri Pten”Endog” generat.
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Una vegada demostrat I'efecte d’EndoG, vam decidir estudiar si la deficiéncia d’ExoG en la
linia cel-lular Rat-2 causava també un defecte en proliferacié. Les cél-lules es van tractar
amb un vector scrambled, dos shRNAs contra Endog i dos shRNAs contra Exog durant 72
hores. Tal hi com ja es sabia, les cél-lules Rat-2 transduides lentiviralment amb el shRNA1
d’Endog completen un menor nombre de cicles respecte al seu control (Figura 31C). Com
s’observa en la Figura 31A, també s’obté una reduccié en la proliferacié cel-lular en les

cel-lules transduides lentiviralment amb els shRNAs d’Exog.
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Figura 31. La reduccio de I'’expressié d’Exog disminueix la proliferacioé en la linia cel-lular Rat-
2. A) Nombre de cicles que completen les cél-lules Rat-2 transduides lentivirament amb el vector
scrambled (SCR) i amb dos shRNAs d’Exog. B) Analisi per citometria de flux de les cél-lules Rat-2
transduides lentiviralment amb el vector scrambled (SCR) i amb dos shRNAs d’Exog. C) Nombre de
cicles que completen les cél-lules Rat-2 transduides lentivirament amb el vector scrambled (SCR) i
amb dos shRNAs d’Endog. D) Analisi per citometria de flux de les cél-lules Rat-2 transduides
lentiviralment amb el vector scrambled (SCR) i amb dos shRNAs d’Endog. **p-value<0.01, ***p-
value<0.001 (Figura A i C: 1way ANOVA, figura B i D: 2way ANOVA).
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En aquestes cél-lules es va analitzar la progressié del cicle cel-lular mitjangant citometria de
flux. Es van fixar i es van tenyir amb iodur de propidi obtenint com a resultat que tant la
reduccié d’Endog (Figura 31D) com la reduccié d’Exog (Figura 31B) causa un augment en

el percentatge de cél-lules acumulades en la fase G1 del cicle cel-lular.

A continuacid, es va analitzar I'eficiéncia dels shRNAs mitjancant I'analisi de proteina per
western blot. Tant els shRNAs d’Exog com els shRNAs d’Endog, produeixen una disminucio
de I'expressié d’'ambdods proteines en les cél-lules tractades amb aquests (Figura 32). En
les cél-lules tractades amb els shRNAs d’Endog (1 i 2) i amb els shRNAs d’Exog (1 i 2), hi
ha una disminucié de la fosforilacié de Akt i alhora una menor expressié de la ciclina D1.
Tot seguit, vam decidir estudiar la fosforilacié de les ERK, ja que la via de les MAPK esta
també implicada en proliferacié cel-lular. Els resultats revelen que la disminucido de
I'expressio d’Exog, perd no la d’Endog, provoca una disminucio en la fosforilacié de ERK1 i
ERK2.
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Figura 32. En la linia Rat-2, la disminucié de I’expressié d’Endog causa una disminucié en la
fosforilacié de Akt i en la quantitat de ciclina D1. A més d’aquests efectes, la disminucié
d’Exog també afecta la fosforilacié de ERK. Western blot de cél-lules Rat-2 no transduides (NT),
transduides lentivirament amb el vector scrambled (SCR), amb dos shRNAs d’Endog i amb dos
shRNA d’Exog. Per comprovar que en tots els carrils hi havia la mateixa quantitat de proteina es va
tenyir la membrana amb naphtol blue.
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Una vegada comprovat I'efecte en proliferaciéo que causa tant la disminucié de I'expressio
d’Endog com la disminucié de I'expressié d’Exog, vam decidir realitzar I'estudi de la doble
transduccio en la linia Rat-2. Les cél-lules es van tractar amb un vector scrambled, un
shRNA contra Endog, un shRNA contra Exog i la doble transduccié durant 72 hores. Com
es pot veure en la Figura 33, les cél-lules tractades amb el doble silenciament d’ambdues
nucleases completen el mateix nombre de cicles en 72 hores que les transduides amb un
sol shRNA.
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Nombre de cicles

Figura 33. La disminucié simultania d’Endog i Exog no genera un augment en el defecte en
proliferacio respecte a la disminucié simple d’Endog i Exog. A) Nombre de cicles que completen
les cél-lules Rat-2 transduides lentivirament amb el vector scrambled (SCR), amb un shRNA
d’Endog, amb un shRNA d’Exog i amb els dos shRNAs en un periode de 72 hores. **p-value<0.01,
*p-value<0.05 (1way ANOVA).

3.3.2 ExoG i la proliferacié de cultius tridimensionals de cél-lules

epitelials d’endometri
En aquest treball s’ha demostrat que tant el silenciament génic d’Endog com el d’Exog

influencien el creixement cel-lular en la linia Rat-2 de fibroblasts de rata.

Degut als resultats en proliferacié obtinguts en la linia cel-lular Rat-2 i els resultats descrits

al primer bloc del treball, on la disminucié de I'expressié d’Endog en cél-lules d’endometri
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deficients en Pten causava una reduccidé en la mida d’aquestes, vam decidir estudiar

I'efecte de la disminucié d’Exog en aquest model.

Es van transduir cél-lules epitelials d’endometri wild type (Pten**) i knock-out (Pten™) per
Pten amb un vector scrambled i un shRNA d’Exog. Passats 8-10 dies després de la
transduccié, vam veure que el shRNA d’Exog era capag¢ de disminuir I'increment de mida
glandular que presenten les cél-lules knock-out de Pfen (Figura 34A). Les mesures del
perimetre glandular van confirmar I'increment de mida generat per la pérdua de Pten i la
disminucié de la mida glandular en les cél-lules transduides amb el shRNA d’Exog

deficients en Pten (Figura 34B)
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Figura 34. La reduccié d’expressié d’Exog disminueix la proliferacié cel-lular en cultius
tridimensionals de cél-lules d’endometri Pten”. A) Imatges de contrast de fases de cultius 3D
Pten** i Pten” infectats amb el vector scrambled i amb el shRNA d’Exog. B) Quantificacio dels
perimetres glandulars dels cultius 3D Pten** i Pten” transduits amb el vector control i amb el sShRNA
d’Exog. ***p-value<0.001 (1way ANOVA).

Es van analitzar els nivells d’expressié de la proteina PTEN i ExoG per tal de confirmar els
genotips Pten”" i Pten” i la disminucié de I'expressié d’ExoG causada pel shRNA d’Exog.
Com s’observa en la Figura 35, la deficiencia de PTEN causa un increment en la fosforilacio
d’Akt i un increment de I'expressié de la Ciclina D1 en el Pten” transduit amb el vector
control. Ambdds increments sén revertits quan les cél-lules Pten” sén transduides amb el

shRNA d’Exog.
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Figura 35. La reduccié de I’expressio d’Exog causa una disminucié de la fosforilacié d’AKT i
de I’expressi6 de ciclina D1 en el genotip Pten”. Es van aillar extractes proteics de glandules
d’endometri Pten*’* i Pten”, les quals van ser transduides amb el vector scrambled (SCR) i el ShRNA
d’Exog durant 8 dies. Per comprovar que en tots els carrils hi havia la mateixa quantitat de proteina
es va tenyir la membrana amb naphtol blue.
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1. Estudi de la seqiiéncia, expressié i distribucié subcel-lular de

Tatd

1.1 Comparacié de la sequéncia d’aminoacids de Tatd en diferents

especies

L’interés en Tatd va sorgir quan va ser identificada com a nucleasa implicada en la

degradacié de 'ADN en C. elegans, anomenada amb el nom de crn-2 (cell death related

nuclease)®.

Primer de tot vam analitzar la sequiéncia proteica en diferents espécies de mamifers: Homo

sapiens, Canis familiaris, Mus musculus, Rattus norvegicus, Gallus gallus, Xenopus laevis,

Danio Rerio, Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans

i Equus caballus (Figura 36).
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Figura 36. La sequéncia de la proteina TatD és altament conservada en diferents espécies. La
comparacié de la seqiéncia d’aminoacids de TatD entre diferents espécies de mamifers es va
realitzar amb la plataforma ClustalW2. La sequéncia conservada de reconeixement de la caspasa 8 i
la sequiencia consens SUMO estan marcades amb color groc i verd, respectivament.
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La comparacié de la seqtiéncia d’aminoacids revela que TatD es troba conservada al llarg
de I'evolucio (Figura 36). A més a més, presenta sequéncies IETD i LKTE (motiu caspasa 8

i SUMO) conservades entre diferents espécies.

1.2 Analisi de l'expressié de Tatd en teixits de ratolins neonatals i

adults
Vam analitzar I'expressio de TatD en diferents teixits de ratolins neonatals i adults a nivell
de transcrit i a nivell de proteina. Concretament els teixits que vam analitzar sén cor, pulmé,
fetge, melsa, ronyo, cervell i cerebel. Tant a nivell de transcrit com a nivell de proteina no

s’observen diferéncies significatives en l'expressidé de TatD entre els diferents teixits

analitzats (Figura 37).
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Figura 37. TatD és expressada a nivells similars en teixits de mamifer. A) Analisi del ARNm de
Tatd mitjangant RT-PCR quantitativa. B) Quantificacié de la intensitat de les bandes del western blot
mostrat en I'apartat C. C) Determinacié de I'expressido de TatD en diferents teixits de ratolins
neonatals i adults mitjangant western blot. Per comprovar que en tots els carrils hi havia la mateixa
quantitat de proteina es va tenyir la membrana amb naphtol blue. Blot representatiu de 3 experiments
independents. *p-value>0.05 (2way ANOVA).



Resultats

1.3 Estudi de la localitzacio cel-lular de Tatd

TatD és descrita com una proteina citoplasmatica en E. coli i en diversos parasits. La
localitzacio cel-lular de Tatd en cél-lules de mamifer encara és desconeguda. Per aquesta
rad, vam voler estudiar la seva localitzacié en la linia cel-lular humana HEK293. Per
detectar TatD es va sobreexpressar la proteina amb tres epitops FLAG en I'extrem N-
terminal. Tal i com es mostra en la part dreta de la Figura 38A, es va detectar I'expressié de
la proteina FLAG en les cél-lules transfectades amb el plasmidi de sobreexpressié. Una
vegada comprovats els nivells de transfeccid, es va analitzar mitjangant
immunofluorescéncia la localitzacié de TatD-FLAG. Es pot observar en la Figura 38A que la

localitzacid de TatD-FLAG és citosolica.

Amb la finalitat de corroborar aquest resultat amb una altra técnica, es va analitzar
mitjangcant western blot I'expressio de la proteina FLAG en fraccions totals, mitocondrials,
citosoliques i nuclears. Totes les fraccions van ser transfectades amb el vector de
sobreexpressié TatD-FLAG. Es va detectar I'epitop FLAG en la fraccié total, en la fraccié
mitocondrial (expressié minoritaria) i en la fraccio citosodlica on es troba altament enriquida
(Figura 38B). Per tal de comprovar el grau d’enriquiment i contaminacié en cadascun dels
extractes cel-lulars, vam utilitzar el citocrom C com a marcador mitocondrial, 'enzim
GAPDH com a marcador citosolic i la histona H3 com a marcador nuclear. El citocrom C va
ser detectat en la fraccid mitocondrial, 'enzim GAPDH en la fraccié citosolica i en menor
mesura en la fraccid mitocondrial, i la histona H3 a més a més de ser detectada en la

fraccié nuclear va ser detectada en la fraccié mitocondrial.

Tot i que les nostres troballes indiquen que TatD mitjangant la sobreexpressié marcada amb
I'epitop FLAG és una proteina citosdlica, diverses bases de dades com Genecards i Uniprot
la descriuen principalment com a proteina nuclear degut a la deteccié d’'un domini nucleasa
(Figura 38C).
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Figura 38. La sobreexpressio de TatD-FLAG permet la identificacié de TatD com a proteina
citosolica, malgrat ser descrita com a proteina nuclear per diverses bases de dades. A)
Immunofluorescéncia obtinguda a partir de la sobre-expressié de TatD-FLAG en la linia cel-lular
HEK293T. Les cel-lules van ser fixades i tenyides amb I'anticds anti-FLAG (verd) i amb el Hoescht
33342 (nuclis, blau). A la part dreta de la figura, apareix la comprovacié per Western blot de
I'expressio de la proteina FLAG-TatD, en condicions normals i sobreexpressada. B) Western blot de
la sobre-expressié per TatD en diferents fraccions cel-lulars (T: extracte total, Mt: mitocondria, Cit:
citosol, Nuc: nucli). Es va utilitzar el citocrom C (CitC) com a marcador mitocondrial, I'enzim GAPDH
com a marcador citosolic i la histona H3 com a marcador nuclear. Per comprovar que en tots els
carrils hi havia la mateixa quantitat de proteina es va tenyir la membrana amb naphtol blue (NB). C)
Informacié de la localitzacié subcel-lular de TatD que apareix a les bases de dades Genecards i

Uniprot.
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A continuacidé, vam decidir estudiar la localitzacié de la proteina TatD enddgena en dos

cultius primaris diferents: cardiomiocits de rata i fibroblasts de pell.

Per saber si en condicions control i en condicions d’estrés la localitzacié de TatD variava, es
van cultivar uns cardiomiocits al 21% d’oxigen i els altres al 0.2%, simulant una isquémia en
aquests ultims. Passades les 18 hores amb el tractament, es van extreure fraccions totals,
citosoliques, nuclears i mitocondrials d’ambdues condicions i es va analitzar I'expressié de
TatD mitjangant western blot. Com s’observa en la Figura 39A, TatD es troba localitzada a

la fraccio citosolica, tant en la condicié control com en la condicié d’estres.

En canvi, quan es va analitzar la localitzacié de TatD en fibroblasts de pell es va veure que
en condicions d’estrés (estaurosporina 1 uM durant 14 h) es detectava TatD en el nucli (
Figura 39B). En aquest tipus cel-lular també es va localitzar TatD en la fraccié mitocondrial,

tant en condicions control com en condicions d’estrés.
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Figura 39. TatD es localitza al citosol tant en condicions control com en condicions d’estrés
en cardiomiocits de rata. En canvi, en els fibroblasts de pell de manera molt minoritaria és
detectada també en el nucli. Analisi de I'expressido de TatD en extractes proteics totals (T),
citosolics (Ct), nuclears (Nuc) i mitocondrials (Mt) en cardiomiocits (A) i fibroblasts (B) control i sota
situacié d’estrés. Per tal de comprovar I'eficacia del tractament al 0.2% d’oxigen i estaurosporina 1
pM es va analitzar I'expressio de citocrom C. Es va utilitzar COX-IV i citocrom C com a marcadors
mitocondrials, la tubulina i la lactat deshidrogenasa (LDH) com a marcadors citosolics i les lamines
A+C com a marcador nuclear. Per comprovar que en tots els carrils hi havia la mateixa quantitat de
proteina es va tenyir la membrana amb naphtol blue (NB).

Per tal de conéixer si s’havien aillat correctament les fraccions cel-lulars mencionades en
ambdos tipus cel-lulars, es van analitzar les proteines seglents: la tubulina i la lactat
deshidrogenasa per la fraccié citosolica, les lamines A+C per la fraccidé nuclear, COX- IV i

Citocrom C per la fraccié mitocondrial. La proteina citocrom C també serveix com a control
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de l'eficacia del tractament isquémic, ja que és una de les proteines translocades de la

mitocondria al citosol durant la mort cel-lular.

1.4 Estudi de I’efecte de la disminucié de Tatd en la integritat de ’ADN
nuclear durant la mort cel-lular
Donat que TatD esta descrita com a nucleasa implicada en la mort cel-lular en C. elegans,
vam voler analitzar el seu possible paper durant la fragmentacié de 'ADN en un model
caspasa depenent i en un model caspasa independent. Per tal d’analitzar-lo es va utilitzar la
técnica del CHEF-ladder.

Per tal d’estudiar el paper de TatD en un model caspasa independent, es va realitzar un
cultiu primari de cardiomiocits. Aquests van ser transduits amb el vector scrambled i amb
dos shRNAs de Tatd. Passades 72 hores després de la transduccid, els cardiomiocits van
ser exposats al tractament amb isquémia durant 18 hores. En la Figura 40 es mostren els
resultats corresponents a la fragmentacié d’alt pes molecular (high molecular weight
fragmentation, HMWF), i de baix pes molecular (low molecular weight fragmentation,
LMWEF).

El tractament amb hipdxia indueix la formacié de fragments de 50 kbp en els cardiomiocits
no transduits, transduits amb el vector scrambled i transduits amb els dos shRNAs de Tatd.
Com s’observa en la Figura 40A, també s’indueix degradacié de baix pes molecular en totes
les condicions descrites, indicant que la disminucié de Tatd no altera el patré de degradacio

de 'ADN en isquémia.

Per tal d’estudiar el paper de TatD en un model caspasa independent, es va realitzar
I'experiment amb la linia cel-lular Rat-2. Primer de tot, es van transduir les cél-lules amb el
vector scrambled i amb un shRNA de Tatd. Transcorregudes 72 hores, les cél-lules es van
sotmetre a dos tractaments. El primer, amb I'inductor de I'apoptosi estaurosporina (STS) i el
segon amb l'estaurosporina combinada amb I'inhibidor de caspases, Q-VD-OPh. En la
Figura 40B, s’observa que el tractament amb I'estaurosporina provoca fragmentacio tant
d’alt com de baix pes molecular en les tres condicions analitzades: no transduit, transduit
amb el vector control i transduit amb el shRNA de Tatd. Per ultim, el tractament amb
I'estaurosporina combinada amb linhibidor Q-VD-OPh és capag¢ d’inhibir la degradaci6 de

baix pes molecular, perd no la dalt pes molecular.
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Figura 40. TatD no esta implicada en la degradacié de ’ADN ni en un model depenent ni
independent de caspases. A) Analisi de la fragmentacié de 'ADN en cardiomiocits tractats durant
18 hores amb isquémia. B) Analisi de la fragmentacié de 'ADN en la linia cel-lular Rat-2 tractada
amb 1 uM d’estaurosporina amb o sense l'inhibidor de caspases, 5 uM Q-VD-OPh durant 4 hores. En
la part superior de les imatges es troba la fragmentacié d’alt pes molecular (HMWF); i en la part
inferior la fragmentacié de baix pes molecular (LMWF).

2. Caracteritzacié d’un nou model muri Tatd”

2.1 Procediment utilitzat per I’obtencié del ratoli Tatd”-
Amb l'intencié d’estudiar la funcié de TatD en mamifers, vam generar el model muri Tatd™.
Les técniques explicades a continuacié per a l'obtencié del ratoli transgénic van ser
realitzades a la universitat de Monash, Australia. El primer pas que es va realitzar per
generar el ratoli floxejat per 'exd 3 de Tatd amb el casset de la neomicina (Tatd loxP™*

+/+

neo™) va ser dissenyar el constructe diana. Una vegada dissenyat el constructe, es van
electroporar cél-lules mare embrionals per tal d’introduir la modificacié genética loxP-Tatd-

FRT-neo-FRT-loxP.

Amb la finalitat de saber si els clons obtinguts eren positius per 'al-lel mutant es va dur a
terme un Southern Blot. Aquesta técnica revela que els diferents clons seleccionats sén

positius per 'al-lel mutant, ja que mitjangant sondes especifiques apareixen les bandes a la
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mida correcta (Figura 42A). A continuacié, es van seqienciar 3 clons que van donar com a
resultat les sequéncies esperades. Dos dels clons sequienciats (marcats en vermell en la
Figura 42A) van ser injectats als blastocists d’'una mare adoptiva. De la injeccié d’un dels
clons, es van obtenir 8 mascles quimera amb el seguient percentatge de quimerisme basat
en el color de pell: 2 mascles al 90%, 4 mascles al 70%, 1 mascle al 50% i 1 mascle al 40%.
De la injeccié de l'altre clon es van obtenir 2 femelles i 2 mascles quimera amb el seguent

percentatge de quimerisme: 2 femelles al 50-70% i 2 mascles al 40%.

Es van creuar els mascles quimera amb femelles C57BL6 per comprovar si el transgen es
trobava en cél-lules de la linia germinal. Es va realitzar una PCR de comprovacié dels
genotips de la descendéncia d’aquest creuament. En la Figura 42B, 4 dels animals escollits
sén heterozigots per I'allel floxejat de Tatd, els quals es troben marcats en vermell (una
banda a 270 bp corresponent a Tatd loxP” i l'altra a 440 bp corresponent a Tatd loxP™*

+/+

neo™"). Finalment es van creuar els animals heterozigots entre si per tal de generar la linia

de ratoli homozigotica (Tatd loxP"* neo™”).

Una vegada obtinguda la linia de ratoli homozigdtica Tatd loxP"*neo** va ser enviada a

Barcelona on el nostre grup va dur a terme els passos explicats a continuacié.

Tal hi com s’ha explicat a I'apartat de materials i métodes, el ratoli Tatd loxP"* neo™* es va
creuar amb el ratoli transgéenic ROSA Flp, ratoli que expressa una recombinasa que
reconeix les sequéncies que flanquejen el gen de la neomicina. Per tal d’obtenir el ratoli
floxejat per Tatd perd sense I'expressié de la neomicina (Tatd loxP™* neo™), es van haver
de creuar entre si els ratolins resultants de la primera generacio (Figura 41A). A continuacio,
el ratoli Tatd loxP"* neo” es va creuar amb el ratoli transgénic CAGcre, ratoli que expressa
una recombinasa que reconeix les sequencies loxP que flanguejen I'exé 3 de Tatd. Per
obtenir el ratoli desitjat Tatd loxP™”* CAGcre*” es van haver de creuar entre si ratolins de la

primera generacio (Figura 41B).
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Figura 41. Estratégia utilitzada per la generacié del model Tatd". A) Creuaments necessaris per
l'obtencio del ratoli Tatd loxP** neo”. B) Creuaments necessaris per I'obtencié del ratoli Tatd loxP**
CAGcre™”.

+/+

Per tal d’identificar el genotip dels animals durant els creuaments Tatd loxP"* neo*”* amb
ROSAFIp i Tatd loxP"* neo” amb CAGcre, vam dissenyar seqiiéncies de primers i

programes de PCR especifics.

En la Figura 42C, es troba representat el patr6 de bandes resultants a tres genotips
diferents de Tatd. En el genotipatge de 'animal ROSAFIp apareix una unica banda a 270 bp
corresponent al genotip wild type de Tatd, ja que aquest animal no presenta llocs loxP.
L’animal Tatd loxP™* neo**, homozigot per I'al-lel floxejat i positiu per la neomicina, déna
una banda a 440 bp.

El creuament de Tatd loxP"* neo” amb ROSAFIp déna lloc a la delecié de la neomicina
(Tatd loxP™ neo™), que resulta en I'aparici6 d’'una banda a 400 bp (enlloc de 440 bp).
Aquest animal també presenta una banda a 270 bp corresponent a la preséncia d’'un al-lel

no flanquejat pels llocs loxP.
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Com s’observa en la Figura 42D, I'animal sense el casset neomicina i homozigot pels llocs
loxP (Tatd loxP™* neo” CAGcre™) presenta una Unica banda a 400 bp. L’eliminacié dels
llocs loxP gracies al creuament amb el ratoli CAGcre ocasiona 'aparicié d’'una banda a 500
bp (animal Tatd loxP”*CAGcre*” i animal Tatd loxP**CAGcre™"”).

Una vegada genotipat 'animal Tatd”, vam analitzar I'expressié en proteina de diversos
teixits per confirmar que la delecié de Tatd s’hagués produit en tot el cos de I'animal. Aixi
doncs, es van extreure teixits de ratolins Tatd"* i Tatd”. Concretament es van extreure cor,
pulmé, fetge, melsa, ronyd, uter, cervell, cerebel i ull dambdds genotips. L’estudi per
western blot (Figura 42E) ens ha permeés verificar que en cap dels teixits seleccionats hi ha

expressié de TatD.
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Figura 42. El model de ratoli generat" no presenta expressiéo de TatD. A) Southern Blot de
diferents clons seleccionats obtinguts a partir de I'electroporacié de cél-lules mare. Els dos clons
marcats en vermell van ser injectats a una mare adoptiva. B) Genotipatge de la descendéncia
provinent del creuament dels mascles quimera amb les femelles C57BL6. Els 4 ratolins marcats en
vermell sén heterozigots per I'al-lel mutant. Banda wild type WT: 270 bp; Banda de l'al-lel mutant:
440 bp. C) Genotipatge d’un ratoli que presenta el casset neomicina (Tatd loxP™* neo**), i de dos
ratolins on se’ls hi ha eliminat el casset neomicina (Tatd loxP*"neo”) mitjangant el creuament amb
ROSAFIp. Banda neo**: 440 bp; Banda neo”: 400 bp. D) Genotipatge dels dos primers animals Tatd"
~ generats amb el creuament de CAGcre. Banda wild type (Tatd”*): 270 bp; Banda knock-out (Tatd”
): 500 bp. E) Anadlisi de I'expressié de TatD mitjangant Western Blot en cor, pulmd, fetge, melsa,
ronyd, Uter, cervell, cerebel i ull en un ratoli Tatd** i un ratoli Tatd"”".
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2.2 Caracteritzaci6 del fenotip dels animals Tatd”
Una vegada obtingut el ratoli Tatd”, vam analitzar si la deleci® d’aquest gen generava
problemes en el desenvolupament del ratoli. Els ratolins Tatd” viuen fins edat adulta sense
problemes notables en el creixement. La proporcid de ratolins Tatd” que neixen és

consistent amb les lleis de la heréncia mendeliana.
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Figura 43. Els ratolins Tatd” no presenten problemes en el desenvolupament ni en el
creixement. A) Nombre de cries nascudes per ventrada de ratolins Tatd** i Tatd”-. B) Pes corporal
de ratolins neonatals Tatd** i Tatd” de 5 dies d’edat (mascles i femelles). C) Pes corporal de ratolins
adults Tatd** i Tatd” d’'un any d’edat (mascles i femelles). D) Pesos de teixits de ratolins neonatals
Tatd™* i Tatd” (cor, pulmo, fetge, melsa, ronyo, cervell i cerebel). E) Pesos de teixits de ratolins
adults Tatd*”* i Tatd” (cor, pulmd, fetge, melsa, ronyd, cervell i cerebel). A: unpaired t-test; B, C, D, E:
2way ANOVA.

No s’han observat diferéncies en el nombre de cries obtingudes per camada entre ratolins
Tatd™* i Tatd” (Figura 43A). A continuacid, es va analitzar el pes corporal en ratolins Tatd"*

i Tatd” neonatals de 5 dies d’edat i adults i no es van observar diferéncies entre genotips

120



Resultats

(Figura 43B i C). També es van pesar teixits d’aquests ratolins neonatals i adults.
Concretament els teixits que es van pesar sén cor, pulmé, fetge, melsa, ronyd, cervell i
cerebel. Com s’observa en la Figura 43D i E no hi ha diferéncies en el pes d’aquests teixits

entre genotips.

2.3 Estudi del nombre i de la mida dels cardiomiocits Tatd”
Vam decidir estudiar el nombre i la mida dels cardiomiocits Tatd” amb la finalitat de saber si

aquesta nucleasa esta implicada en la regulacié de processos de proliferacio i hipertrofia.

Es va quantificar el nombre de cardiomiocits que constitueixen els cors neonatals Tatd™" i
Tatd”" mitjancant recomptes cel-lulars, obtenint que ambdds genotips presenten el mateix
nombre de cél-lules (Figura 44A). A continuacid, es va quantificar I'area dels cardiomiocits
neonatals primaris aillats de cors Tatd"* i Tatd”, els quals van ser marcats amb I'anticos o-
actinina, una proteina abundant en el sarcomer dels cardiomiocits. El resultat revela que no

hi ha canvis en la mida dels cardiomiocits Tatd” (Figura 44B).
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Figura 44 Els ratolins Tatd” no presenten diferéncies ni en el nombre ni en la mida de
cardiomiocits respecte als ratolins Tatd**. A) Recompte del nombre de cardiomiocits presents en
cors neonatals Tatd** i Tatd” mitjangant la camera Neubauer. B) Quantificacié de I'area cel-lular
amb el software ImageJ de cardiomiocits de ratolins Tatd** i Tatd”. Imatges representatives de
cardiomiocits neonatals de ratolins Tatd”* i Tatd”. Van ser fixats i tenyits amb la o-actinina
(sarcomer, verd) i amb el Hoescht 33342 (nuclis, blau). (unpaired t-test).
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2.4 Estudi dels nivells de proliferacié en fibroblasts de pell Tatd”
Tot i no observar diferéncies en el nombre de cardiomiocits Tatd” respecte als Tatd”*, vam
decidir estudiar la capacitat de proliferacié en un altre tipus cel-lular, concretament en
fibroblasts de pell Tatd™” i Tatd”. Es van utilitzar fibroblasts de pell amb la finalitat de
descartar que l'efecte no observat en els cardiomiocits fos degut a la poca capacitat de

divisié que presenten aquests ultims.

Vam extreure fibroblasts de pell de ratolins Tatd™” i Tatd” i els vam mantenir en cultiu
durant 72 hores. Els fibroblasts Tatd” completen el mateix nombre de cicles que els
fibroblasts Tatd™* al llarg de les 72 hores que romanen en cultiu (Figura 45A). També es va
analitzar la progressié del cicle cel-lular mitjangant citometria de flux. Es van fixar i es van
tenyir amb iodur de propidi obtenint com a resultat que el déficit de Tatd no causa canvis en

el percentatge de cél-lules presents en cada fase del cicle cel-lular (Figura 45B).
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Figura 45. La manca de Tatd no causa canvis en proliferacié en els fibroblasts de pell Tatd".
A) Nombre de cicles que completen els fibroblasts de pell Tatd** i Tatd”-. B) Analisi per citometria de
flux dels fibroblasts de pell Tatd”* i Tatd”. (Figura A: unpaired t-test, figura B: 2way ANOVA).

2.5 Estudi de la integritat de ’ADN nuclear en el ratoli Tatd”
Per tal de corroborar els resultats obtinguts en la integritat de TADN amb els shRNAs de

Tatd, es va analitzar I'efecte que es produeix degut al déficit total de la proteina TatD.

Es van extreure fibroblasts de pell de ratolins neonatals Tatd™* i Tatd”. Tant els fibroblasts
provinents dels ratolins Tatd"”* com Tatd” es van tractar amb I'estaurosporina i amb

I'estaurosporina combinada amb I'inhibidor Q-VD-OPh durant 4 hores. Transcorregudes les
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4 hores de tractament, es van recollir els fibroblasts de pell i es va realitzar la técnica CHEF-
ladder. Tant els fibroblasts de ratolins Tatd”* com els fibroblasts Tatd” presenten
degradaci6 d’alt pes molecular (HMWF) i de baix pes molecular (LMWF) quan sén tractats
amb estaurosporina (Figura 46). Aquest resultat consona amb el resultat obtingut amb la
disminucio de I'expressio de Tatd a través del shRNA. El tractament amb I'estaurosporina

combinada amb l'inhibidor és capag¢ d’inhibir la degradacié d’alt i de baix pes molecular.

Tatd™ Tatd”
NT STS STS NT STS STS

Q-vD Q-vD

HMWF

LMWF

Figura 46. Els fibroblasts de pell Tatd” no estan implicats en la degradaci6 de ’ADN genomic.
Analisi de la fragmentacio de I'ADN en fibroblasts de pell Tatd** i Tatd” tractats amb 1 puM
d’estaurosporina amb o sense I'inhibidor de caspases, 5 UM Q-VD-OPh durant 4 hores. En la part
superior de les imatges es troba la fragmentacié d’alt pes molecular (HMWF); i en la part inferior la
fragmentacio de baix pes molecular (LMWF).

2.6 Analisi semi-quantitatiu de I’activitat nucleasa de Tatd
Tot i no haver vist canvis en la integritat de ’ADN gendmic en els fibroblasts de pell Tatd”,
vam voler complementar aquest estudi amb un analisi semi-quantitatiu d’activitat nucleasa.

Aquest assaig es va realitzar a partir de llisats proteics de fibroblasts Tatd™* i Tatd”. Els
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fibroblasts Tatd” van ser utilitzats com a control negatiu de I'activitat nucleasa degut a

I'abséncia de la proteina TatD.

Primer de tot, es van aillar extractes citosdlics amb I'objectiu d’obtenir la proteina TatD

enriquida, ja que el citosol és el compartiment cel-lular on esta localitzada.

En la Figura 47A, s’observa que en els fibroblasts Tatd™* s’aconsegueix un enriquiment de
TatD en la fraccié citosolica. En el western blot també es va detectar la lactat
deshidogrenasa com a marcador citosolic, les lamines A+C com a marcador nuclear i COX-
IV com a marcador mitocondrial. No es va detectar expressié ni de les lamines A+C ni COX-
IV en la fraccio citosolica, indicant aixi que no hi ha contaminacio de les dues fraccions no

desitjades.

Una vegada comprovat que el procediment d’extraccié es realitzava correctament, vam
incubar 1 ng de plasmid linealitzat (pcDNA3) amb 15, 20, 25 ug de proteina procedent de
fibroblasts Tatd™" i Tatd”", a 37°C durant dos hores. El resultat revela que no hi ha preséncia
d’activitat nucleasa ni en els extractes proteics de fibroblasts Tatd™* ni en els Tatd” (Figura
47B).
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Figura 47. TatD no presenta activitat nucleasa quan es posa en contacte amb un plasmidi
linealitzat. A) Analisi de I'enriquiment de TatD en la fraccio citosolica (Cit) comparada amb la fraccio
total (T) mitjangcant western blot. Es va detectar la lactat deshidrogenasa com a marcador citosolic, i
les lamines A+C i COX-IV per saber el grau de contaminacid de la fraccio nuclear i mitocondrial. Per
comprovar que en tots els carrils hi havia la mateixa quantitat de proteina es va tenyir la membrana
amb naphtol blue. B) Activitat nucleasa en extractes citosolics de fibroblasts Tatd** i Tatd”. Es van
incubar 15, 20, 25 ug d’extracte proteic amb 1 ug de pcDNAS3 linealitzat durant 2 hores a 37°C.
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2.7 Comparacié transcriptomica de ratolins Tatd** i Tatd” en teixit
cardiac i neuronal

El principal objectiu de l'estudi transcriptomic era trobar gens expressats de manera

diferencial entre ratolins Tatd”" i Tatd” que ens poguessin indicar possibles funcions de

Tatd. Aquest analisi es va realitzar en col-laboracié amb la Unitat d’Alta Tecnologia (UAT)

de I'Institut de Recerca del Vall d’'Hebron (VHIR). L’estudi es va basar en 24 mostres, entre

les quals 12 corresponien a teixit cardiac i 12 a teixit neuronal. De les 12 mostres, 6

corresponien al genotip Tatd™* i 6 al genotip Tatd”” en ambdos tipus de teixit.

De tot el llistat de gens que estaven expressats de manera diferencial entre genotips, es
van estudiar els 70 amb més diferéncies significatives. En general, en el teixit cardiac la
majoria de gens es troben més expressats en els cors Tatd” respecte als Tatd”*. En canvi,
en el teixit neuronal la majoria de gens en els cortexs Tatd” es troben menys expressats
respecte als Tatd"* (Figura 48 A i B). En la Figura 48 B i C, es mostren els Volcano plots de
cor i cervell. En aquests, només es mostren els noms dels gens quan la p-value és inferior a
0.01 i la diferéncia en I'expressié és major a 1 en escala logaritmica (log2). Pel que fa a cor,
s’observen 11 gens augmentats i 6 disminuits en Tatd” que compleixen aquest criteri. En
cervell, s’'observen 2 gens amb un increment d’expressié i 21 gens amb una disminuci6 en
Tatd”

Els resultats mostren que tant en el cor com en el cortex, els gens que més varien estan
implicats en la regulacié de proteines del citoesquelet, regulant la dinamica de 'actina i dels
microtubuls. A més a més, també s’han identificat molts gens implicats en el trafic

intracel-lular de vesicules en ambdds teixits.

Especificament, en el teixit cardiac es troben variacions (increments i disminucions) en gens
implicats en el metabolisme. Els gens que destaquen per estar incrementats en els ratolins
Tatd” sén els segiients: Afmid (metabolisme del triptdfan), Hacd3 (metabolisme de lipids) i
Maneal (metabolisme de carbohidrats), entre d’altres. En canvi, els gens que destaquen per
estar disminuits en aquests ratolins sén: Slc2a5 (transportador de carbohidrats), Gck
(glucoquinasa), Aldob (aldolasa). Tot i trobar variats gens relacionats amb el metabolisme,
el grup més nombroés de gens incrementats en els cors Tatd” sén els que codifiquen per
proteines de membrana (Plcg2, Slc12a5), proteines extracel-lulars (col3a1), transport de

vesicules (Rtn1, Nrsn2) i del citoesquelet (Arhgef17, Kalrn, Slain1, Map1b).
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Concretament, en el teixit neuronal es troben variacions en gens (la majoria disminuits) que
formen part de la via de senyalitzacié sinaptica de trafic de vesicules (Grp, Adcyap1, Cbin2,
Cbin4).

La via de senyalitzacio del fosfatidilinositol també esta afectada en els cortexs dels ratolins
Tatd”, ja que es troben expressats de manera diferencial gens que codifiquen per proteines
que formen part de la via com: receptors acoblats a proteines G (Htr5b, Gucy2g, Adcyap1),
en canals idnics (Abcc9 i Tmem38a selectius per K*, Trpc4 selectiu per Ca®* i Gabra2

selectiu per CI') i en proteines del reticle endoplasmatic (Lpin1, Tmtc3, Ptgs2, Itpkb).

Per tant, la majoria de gens identificats codifiquen per proteines que s’ubiquen a

compartiments de membrana, senyalitzacié citoplasmatica i extracel-lular (Figura 48 E i F).
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Figura 48. La delecié de Tatd provoca canvis transcriptémics en cervell | cor. A | B) Heatmaps
corresponents a la comparacié entre el transcriptoma de ratolins Tatd** i Tatd” en cor (A) i en
cervell (B). C i D) Volcano plots de la comparacio entre ratolins Tatd** i Tatd” en cor (C) i cervell
(D). E i F) Word cloud de les funcions i localitzacidé dels gens expressats diferencialment entre els
ratolins Tatd™* i Tatd” en cor (E) i cervell (F).
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Per tal de validar els resultats obtinguts en I'estudi vam analitzar mitjangant PCR en temps
real I'expressié d’alguns gens significativament diferents en els dos teixits. Vam escollir 4
gens de cada teixit, on 2 d’ells es trobaven incrementats i 2 es trobaven disminuits en

I'array. Els resultats es mostren a la Figura 49.
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Figura 49. PCR en temps real de gens diferentment expressats en els cors i cervells dels
ratolins Tatd” en lestudi transcriptomic. Estudi de I'expressi6 en ARNm de SIc22a17 (Solute
carrier family 22 member 17), Tmprss13 (Transmembrane Serine Protease 13), Lamab (Laminin
Subunit Alpha 5) i Amy1 (amylase alpha 1A, dada no mostrada) en cor. Estudi de I'expressié en
mARN de F2RL2 (Coagqulation Factor Il Thrombin Receptor Like 2), Cbin4d (Cerebellin 4), Lag3
(Lymphocyte Activating 3) i Cd59a en cervell. *p-value<0.05, **p-value<0.01, ***p-value<0.001
unpaired t-test.

Pel que fa a cor, un dels gens escollits va ser el gen Slc22a17 (Solute carrier family 22
member 17), el qual codifica per un receptor de superficie cel-lular que juga un paper
important en la homeostasi i transport del ferro'””. Tant en excés com en déficit, el ferro és
toxic en l'organisme. En els cors Tatd”, l'expressid relativa de Slc22a17 es troba

incrementada respecte els cors Tatd™”* confirmant aixi el resultat obtingut en I'array.
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Vam decidir estudiar I'expressié del gen Tmprss13 (codifica per una serin proteasa
transmembrana, Transmembrane Serine Protease 13) perqué un estudi de discordancia en
bessons homozigotics va demostrar la preséncia de mutacions en aquest gen en pacients
amb malalties congénites del cor'’®. Tot i que en el microarray aquest gen es trobava

incrementat en el ratoli Tatd” , 'analisi per gPCR no va mostrar diferéncies significatives.

Respecte al gen Lama5 (Laminin Subunit Alpha 5), que codifica per una proteina
extracel-lular que conforma la lamina basal, les dades del microrray indiquen una
disminucié d’aquest en el teixit cardiac. Vam escollir aquest gen perqué I'animal heterozigot
per Lamab té el cor més engrandit i mostra una intolerancia a la glucosa '"°. Vam confirmar
una disminucié del transcrit del 50% aproximadament en els animals Tatd” mitjangant
gPCR.

L ultim gen que vam analitzar en el teixit cardiac va ser el gen Amy1 (Amylase alpha 1A)
que codifica per una amilasa relacionada amb el metabolisme dels carbohidrats. Els
individus amb un baix nombre de copies daquest gen tenen un major risc
cardiometabolic'®®. Aquest gen en el microarray es troba disminuit en I'animal Tatd”, perd

no vam aconseguir detectar I'expressio mitjancant gPCR (dada no mostrada).

Pel que fa a cortex, el primer gen que vam analitzar per gqPCR va ser el gen F2RL2
(Coagulation Factor Il Thrombin Receptor Like 2). Aquest gen codifica per un receptor
acoblat a proteina G activat pel tall de la trombina. Vam decidir estudiar-lo ja que en el
microarray vam veure que un grup de gens que codifiquen per receptors acoblats a proteina
G estan disminuits en els cortexs Tatd”. A més a més, especificament aquest gen s’ha vist
relacionat en la iniciacio de la inflamacio post-isquémica'®’. El resultat obtingut per gPCR va

ser confirmatori.

El gen CbIn4 codifica per la cerebel-lina 4, neuropéptid secretat que participa en la integritat
i plasticitat sinaptica. Una delecié condicional d’aquest gen causa un increment en els
nivells d’ansietat en un model animal, indicant que aquest gen pot contribuir en alteracions
en el comportament'®?. El ratoli Tatd” mostra una disminucié en els nivells d’expressio en el

microarray, que es valida a través de I'analisi del transcrit per PCR en temps real.

Donat que Tatd ha sigut descrita com a DNAsa que confereix capacitat d’evadir I'atac del
sistema immune en patdgens (parasits i bactéries) vam decidir estudiar I'expressié del gen
Lag3 (Lymphocyte Activating 3). Aquest gen codifica per una proteina implicada en el

sistema immunitari, la qual impedeix l'activaciéo de les cél-lules T. Respecte al sistema
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nervids central, Lag3 participa en I'endocitosi de la a-sinucleina per part de les neurones,
iniciant aixi la transmissié d’aquesta’®. Tot i trobar-lo incrementat en el microarray dels
cortex Tatd”, l'analisi del transcrit en PCR en temps real no va donar diferéncies

significatives entre els cortexs de ratolins Tatd”" i Tatd™.

Finalment, també es va estudiar el gen Cd59a. Aquest gen codifica per una glicoproteina de
membrana que regula la lisi cel-lular (inhibint la formacié del complex d’atac de membrana,
MAC). S’ha vist involucrat en la microgliosis en la retina del ratoli Cd59a™. Aquest gen té un
efecte protector després d’'una isquémia cerebral en el ratoli. Corroborant els resultats

obtinguts en el microarray, 'expressié de Cd59a es troba incrementada en el ratoli Tatd”.

2.8 Caracteritzacié neurocomportamental del ratoli Tatd”
Degut a I'expressié de TatD al sistema nervios central i als resultats obtinguts a I'estudi
d’expressié génica comparativa entre ratolins Tatd™* i Tatd” realitzat amb mostres de cor i

cervell, es va decidir realitzar un estudi neuro-comportamental d’aquests ratolins.

Analisi del comportament locomotor i nivells d’ansietat

Per avaluar el comportament locomotor espontani dels ratolins Tatd"”* i Tatd” es va dur a
terme la prova del camp obert durant 30 minuts. L’analisi estadistic va mostrar diferéncies
significatives en l'activitat locomotora espontania entre genotips, mesurada a través del
registre de la distancia recorreguda (Figura 50A), essent menor en els ratolins Tatd” ien el
tipus de navegacio usada (Figura 50C). Perd, ambdds genotips romanen el mateix temps en

el centre del camp obert (Figura 50D).

Per tal d’analitzar I'aprenentatge motor, es va utilitzar el rotarod acceleratiu durant 3 dies
consecutius, on es realitzaven 4 assajos per dia. Els resultats en el rotarod indiquen que els
animals Tatd” presenten un déficit en I'aprenentatge motor ja que triguen menys temps a

caure de la plataforma que els ratolins Tatd"* (Figura 50B).

També vam voler avaluar els nivells d’ansietat dels ratolins Tatd"* i Tatd”" amb la prova del
plus maze (Figura 50E i F), laberint composat per dos bragos oberts i dos bragos tancats.
Vam observar que els ratolins Tatd”* i Tatd” romanen el mateix temps en els bragos oberts
del laberint, indicant que ambdds presenten els mateixos nivells d’ansietat. A més a més,
un dels parametres calculats en aquest test va ser la distancia recorreguda pels ratolins i,

tot i no arribar a ser significatiu, els ratolins Tatd”" recorren menys distancia que els ratolins
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Tatd™”. Aquest resultat mostra consonancia amb el resultat obtingut en la distancia

recorreguda en el camp obert (Figura 50A).
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Figura 50. El ratoli Tatd”- presenta alteracions en coordinaci6é i aprenentatge motor perd, no
mostra alteracions en els nivells d’ansietat. A, C i D) La prova del camp obert es va realitzar per
comprovar l'activitat locomotora espontania durant 30 minuts mitjangant el registre de la distancia
recorreguda (A), el tipus de navegacio utilitzada (C) i el temps en el centre (D). B) L’aprenentatge
motor va ser analitzat mitjangant el rotarod acceleratiu al llarg de 5 min incrementant la velocitat de 4
a 40 rpm. Es van realitzar 4 assajos al dia durant 3 dies consecutius. E i F) La prova del plus maze
es va emprar per estudiar els nivells d’ansietat dels ratolins. Es va monitoritzar la distancia total
recorreguda (E) i el temps dedicat als bracos oberts (F). ***p-value<0.001 (A i B: 2way ANOVA); (C,
D, E, F: unpaired t-test).

Analisi dels nivells de memoria de reconeixement, espacial i associativa

Per tal d’estudiar si la supressio del gen Tatd podria modular 'aprenentatge i la memoria, es
van dur a terme el test de reconeixement de nou objecte (NORT), el test d’evitacié passiva i

el test d’alternacié espontania en el laberint en forma de T.
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En el NORT, durant el primer dia es van habituar tots els animals en el camp obert. Després
del dia d’habituacio, els animals van ser sotmesos a una sessio d’entrenament en preséncia
de dos objectes similars (objectes A). Al cap de 24 hores, un dels objectes va ser substituit
per un de nou (objecte B) i es va avaluar si els ratolins mostraven més preferéncia a
explorar el nou objecte introduit. Vam observar que tant els ratolins Tatd"* com els Tatd”
exploren més l'objecte B (nou) respecte a I'objecte A (vell) sense diferéncies entre genotips
(Figura 51A).

En el test d’alternacio espontania en el laberint en forma de T, durant 'entrenament tant els
ratolins Tatd”* com Tatd” només poden explorar un dels bragos del laberint ja que l'altre
bra¢ esta tancat. Al cap d’'una hora de I'entrenament, es calcula el temps d’exploracio
d’ambdos bragos, del brag conegut i del brag nou. Els ratolins Tatd"* i Tatd” mostren major
preferéncia pel brag nou respecte al bra¢ conegut, sense diferéncies degudes al genotip
(Figura 51B).

Pel que fa al test d’evitacié passiva, durant el primer dia els ratolins Tatd"* i Tatd”" es van
col-locar a la cambra de llum i es va calcular el temps que tardaven en travessar a la
cambra fosca, essent aquest temps similar en ambdds genotips. Al cap de 24 hores d’haver
rebut el xoc eléctric en la cambra fosca, es van posar de nou els ratolins a la cambra
ilrluminada. Com s’observa en la Figura 51C, el temps que tarden a travessar a la cambra

fosca incrementa en ambdds genotips sense haver-hi diferéncies significatives entre ells.
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Figura 51. El ratoli Tatd” no presenta alteracions en aprenentatge i memoria. A) Per tal
d’avaluar la memoria de reconeixement els ratolins van ser sotmesos al test de reconeixement de
nou objecte (NORT). Es va quantificar la preferéncia a explorar un objecte ja conegut (objecte A) i un
objecte nou (B). B) Per tal d’'avaluar la memoria espacial els ratolins van ser sotmesos al test
d’alternacié espontania en el laberint en forma de T. Es va calcular la preferéncia d’explorar el brag
conegut i el brag nou del laberint. C) Per tal d’avaluar la memoria associativa els ratolins van ser
sotmesos al test d'evitacid passiva. En la sessid d’entrenament van rebre un xoc eléctric.
Transcorregudes 24 hores es va mesurar el temps que tardaven a travessar a la zona on havien

rebut el xoc eléctric com un index de memodria. *p-value<0.01, ***p-value<0.001 (1way ANOVA).

Analisi dels nivells de desesperacié conductual i forca muscular

Es va utilitzar el test de natacié forcada per analitzar la desesperacié conductual dels
ratolins. Es va calcular el temps que romanen els ratolins nedant. Com s’observa en la
Figura 52A, durant els dos primers minuts de I'assaig els ratolins Tatd"* tenen més mobilitat
que els ratolins Tatd™. En canvi, durant els 4 minuts restants no s’observen diferéncies en

ambdéds genotips.
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Vam decidir analitzar la forga muscular dels ratolins amb la finalitat de descartar que els
resultats obtinguts en el rotarod acceleratiu i en la natacié forcada fossin deguts a una
menor forga dels ratolins Tatd”. Durant un minut es mesura la laténcia que té el ratoli a
caure d’una quadricula on préviament va ser col-locat. El resultat revela que no hi ha

diferéncies en la forga muscular entre ambdds genotips (Figura 52B).
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Figura 52. El ratoli Tatd’- presenta menys mobilitat que el ratoli Tatd*"* en el test de natacié
forgada. A) Els nivells de desesperacié conductual van ser avaluats a través del test de natacié
forcada. La grafica mostra el temps que els ratolins naden. B) Es va calcular la laténcia a caure d’'una
quadricula per tal d’analitzar la forca muscular del ratoli.**p-value<0.01 (A: 2way ANOVA; B:

unpaired t-test)
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1. L’expressié i la funcié en proliferaci6 d’ENDOG és

heterogénia entre linies tumorals

L’endonucleasa G (EndoG) és una proteina mitocondrial amb activitat DNasa/RNAsa'®*,
coneguda principalment pel seu paper en la degradacié de 'ADN durant I'apoptosi de
manera caspasa independent’*'%. Tot i aixi, al llarg dels anys s’han descrit noves funcions
d’aquesta proteina que no estan relacionades amb la fragmentacié de I'ADN i la mort
cel-lular, entre les quals esta la proliferacio®’®. Resultats recentment publicats del nostre
grup corroboren la implicacid6 d’EndoG en proliferacié en cél-lules de ratoli (fibroblasts de
pell i cardiomiocits Endog™), en la linia cel-lular humana HEK293 ENDOG”, generada
mitjancant el sistema CRISPR/Cas9 i en la linia de fibroblasts de rata Rat-2, on es troba

silenciat el gen Endog mitjangant I'iis del sistema amb interferéncia d’ARN®.

La desregulacio de I'apoptosi i la proliferacid son dos components importants en moltes
patologies com el cancer. Donat que EndoG juga papers importants en ambdds processos,
en aquest treball hem volgut estudiar la possible funcié d’EndoG en varies linies tumorals
humanes. Concretament, les linies tumorals analitzades sén de cancer d’endometri, de
tiroides, de colon i leucémia limfocitica cronica. Les nostres dades demostren que
I'expressié d’EndoG varia en un ampli rang entre les diferents linies. En el cas del
carcinoma d’endometri, no s’observen diferéncies significatives en els nivells ’ENDOG
entre les linies IK, HEC i MFE. En el carcinoma de tiroides, les cél-lules Cal-62 procedents
d’'un tumor més agressiu que les cél-lules FTC-133 expressen més ENDOG. Pel que fa a
les linies d’adenocarcinoma de colon, la linia que presenta més expressio ’ENDOG és la
linia HT-29 que correspon a un adenocarcinoma de grau | respecte a la linia Caco-2 de
grau lll. Finalment, la linia de leucémia limfocitica cronica MEC-1 també presenta una
elevada expressié ’ENDOG. Basnakian et al. descriuen I'expressio ’ENDOG en cancer de
mama, on l'expressio correlaciona inversament amb la invasivitat de les cél-lules
canceroses suggerint que la pérdua ’'ENDOG podria contribuir a la progressié del cancer
de mama'®®. En contrast, en carcinomes gastrics i colorectals I'expressido ’ENDOG es troba
incrementada respecte a mucoses epitelials normals suggerint que ENDOG pot tenir un
paper tant en la tumorigenesi colorectal com en la gastrica. Perd, no troben diferéncies ni
en diferenciacid6 ni en invasivitat, indicant un possible paper d’ENDOG en el
desenvolupament del cancer perd no en la progressid d’aquest'’. Per tant, en conjunt

aquests resultats ens indiquen que I'expressio d’ENDOG depén del tipus tumoral i no
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sembla que hi hagi correlacié amb I'agressivitat.

Els estudis en proliferacio ens revelen que ENDOG és important en la linia d’endometri IK.
Aquesta linia es caracteritza per la inactivacio de la fosfatasa PTEN, fosfatasa implicada en
la inhibicié de la via PI3K/Akt/mTOR. En consonancia amb aquests resultats, els nostres
resultats previs mostren que la falta d’expressi6 d’EndoG indueix canvis en la via de
senyalitzacid AKT en cardiomiocits neonatals, disminuint la fosforilacié de Akt i GSK3p®'.
Resultats recents no publicats pel nostre grup demostren que la deficiéncia d’EndoG en
fibroblasts de pell Endog”, en la linea cel-lular humana HEK293 Endog™ i la disminucié de
'expressio d’EndoG en la lina de fibroblasts de rata Rat-2, indueix una reduccié de la

fosforilacié de Akt associada a la proliferacié cel-lular.

En la linia de carcinoma anaplastic de tiroides Cal-62, tot i la reduccié significativa d’EndoG
la proliferacié no es veu afectada. De fet, els nostres resultats indiquen que en aquest tipus
cel-lular, Akt es troba molt poc fosforilada i PTEN s’expressa normalment. A més, el
carcinoma anaplastic de tiroides presenta mutacions en l'oncogen n-RAS'™ gen que
participa en I'activacio de la via classica MAPK'®®. Possiblement degut a la hiperactivacié de
la via de senyalitzaci6 MAPK no s’observen canvis en proliferacio, ja que hem vist que la
reduccio de I'expressio d’EndoG afecta només a la via PI3K/Akt. Tot i aquest fet, la reduccio
farmacologica amb un inhibidor de la via PI3K indueix una disminucié en la proliferacié en
aquest tipus cel-lular'®. Sorprenentment, la disminucié de I'expressié d’EndoG en la linia
FTC-133 de carcinoma fol-licular de tiroides no produeix un defecte en proliferacio
significatiu. El resultat obtingut és contrari a I'esperat ja que aquesta linia presenta una
elevada fosforilacio d’Akt. Una possibilitat de la no observacié del defecte en proliferacié és
que aquestes cél-lules ja presenten nivells d’expressid d’EndoG molt baixos, similars als
obtinguts per silenciament en la linia IK. Una altra possibilitat addicional és que en aquestes
cél-lules l'eficiéncia de la transduccié va ser menor que en la resta de linies transduides. De
totes les linies analitzades, la linia d’adenocarcinoma de colon HT-29 és la que expressa
més EndoG i en aquesta tampoc s’observen canvis en proliferacié. Una possible explicacio
és que aquesta linia presenta nivells extraordinariament baixos de pAkt/Akt, ja que les
cél-lules que responen al silenciament d’Endog presenten nivells alts de fosforilacié

d’aquesta kinasa.

Seria interessant realitzar més experiments per tal de determinar si en les linies on no hem
vist un efecte clar en proliferacié, EndoG pogués jugar una altra funcié, com per exemple en

'apoptosi. Durant el desenvolupament i progressido del cancer, les cél-lules canceroses
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adquireixen la capacitat d’evadir l'apoptosi, protegint-se front als estimuls de mort
cel-lular''. EndoG podria contribuir a la progressié de I'apoptosi induint aixi la mort de la
majoria de cél-lules, en canvi, en cél-lules tumorals resistents als mecanismes de mort
apoptotica podria permetre la supervivéncia de les cél-lules. Per exemple, en el cancer
colorrectal sovint s’observa la sobreexpressio de Bcl-2 i la baixa expressié i/o mutacié de

Bak, Bax o altres membres proapoptotics de la familia de Bcl-2'%2.

Donat que lactivitat de la proteina Akt és sovint elevada en cél-lules de glioblastoma
deguda a la mutacié del supressor tumoral PTEN'®, vam voler estudiar si ENDOG podria
influenciar en la proliferacié de les linies U87 i U251, dues linies cel-lulars molt utilitzades
com a model de glioblastoma. Tot i que ambdues linies no presenten expressio de PTEN, la
linia U251 presenta nivells més elevats de Akt fosforilada i en consequéncia la seva

proliferacié es veu influenciada quan es redueix I'expressié d’EndoG.

En conjunt aquests resultats suggereixen que en les linies tumorals analitzades, ENDOG té
un rol en proliferacié quan aquestes presenten nivells elevats de fosforilacié de Akt a més

elevada expressio d ENDOG.

2. EndoG participa en la proliferacié de les glandules de cancer

d’endometri en el model de ratoli Pten”-

El carcinoma d’endometri és el cancer genital més frequent i representa la quarta neoplasia

41 En el carcinoma d’endometri s’han

més comu entre dones de paisos desenvolupats
documentat alteracions frequents en la via de senyalitzacié PI3K/AKt/mTOR, via
hiperactivada en un 30-50% de tumors humans, essent la pérdua de PTEN una de les
causes de la hiperactivacio de la via'®1381%21% | 3 senyalitzacié de la via PI3K/Akt és

essencial pel creixement in vitro de glandules d’endometri'®.

La funci6 d’EndoG en la proliferacié en el carcinoma d’endometri és desconeguda. Els
nostres resultats indiquen que la disminucié d’EndoG pot generar alteracions en la divisio
cel-lular en algunes linies tumorals. Una d’aquestes linies on hem vist canvis en proliferacié
és la linia d’endometri Ishikawa. EI model in vitro més similar a la situacié real del carcinoma
d’endometri és el model de cultiu tridimensional derivat de cél-lules epitelials d’endometri

-/-196

aillades dels ratolins Pten” ™. Un dels principals efectes de la delecid6 de Pten és

lincrement en mida de les glandules que es formen in vitro. Aquest increment és
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acompanyat d’'una hiperactivacio de la via PI3K/Akt i un increment en els nivells d’expressié
de la ciclina D1, proteina important en la progressié de G1 a S del cicle cel-lular.
Paral-lelament, les glandules Pten” augmenten els nivells d’expressié d’EndoG. Aquest fet
sembla paradoxal pel paper pro-apoptotic d’EndoG. No obstant aixd, Yoo et al. també
observa elevat nivell d’expressié d’ENDOG en el carcinoma colorectal, suggerint un paper
dual en apoptosi i en supervivéncia'®. Un dels factors rellevants que explicaria I'increment
d’EndoG en les glandules Pten” és 'augment en el nombre de mitocondries que suggereix
lincrement en l'expressid de la lipoamida deshidrogenasa. Aquest resultat aniria amb
consonancia amb un increment dels requeriments energétics per dur a terme la divisié

cel-lular'®"'%,

Per primera vegada, en aquest treball mostrem que EndoG participa en la proliferacio de les
glandules d’endometri Pten”. La seva disminucié mitjancant interferéncia d’ARN reverteix
I'efecte d’'increment de mida degut a la delecié de Pten. El silenciament d’EndoG impedeix
parcialment l'activacié PI3K/Akt, ja que es disminueixen els nivells de la fosforilacid
activadora d’Akt i, com a consequéncia una menor expressié de Ciclina D1 indicant una

menor entrada en la fase S del cicle cel-lular.

La generacié en aquest treball d’'un model muri basat en la delecié simultania d’EndoG i
Pten ens permet poder validar els resultats discutits anteriorment. Tal com haviem observat
amb I'is de la técnica amb RNA d’interferéncia, EndoG és important pel creixement de les

glandules tumorals. Aquest resultat es confirma per un nombre menor de cél-lules en divisio

A A

(cél-lules BrdU positives) provinents d’animals Pten”™ Endog™. Els resultats obtinguts en les
glandules dels animals Pten**Endog”, on també s’observa una disminucié de la proliferacié
respecte a les glandules Pten”*Endog™*, reforcen la idea de que Endog és important també

en la divisié de les cél-lules normals (no canceroses).

En conjunt, les nostres dades permeten la identificacio de la proteina EndoG com una nova
diana terapéutica en el cancer , en particular d’endometri, que presentin mutacions
inactivadores en PTEN i/o amb nivells elevats de fosforilacié de la kinasa Akt. No obstant
aixo, en linia amb altres treballs, constatem que I'expressiéo d’EndoG és variable en funcié
del tipus de cancer. Per tant, alhora de desenvolupar una terapia s’hauria d’estudiar el
paper d’EndoG de manera individualitzada. Una de les limitacions en aquest estudi és que
només hem estudiat un dels processos de la tumorogeénesi que és la proliferacié. Aixi
doncs, el seu impacte en la transicio epiteli-mesénquima, invasié i metastasi és desconegut

i queda obert a futures investigacions.
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3. ExoG és important en teixits en desenvolupament

ExoG, és una endo/exonucleasa localitzada a la membrana mitocondrial interna. L’interes
en estudiar aquesta nucleasa va sorgir degut a que Cymerman et al. van realitzar una
recerca d’enzims similars a EndoG en eucariotes superiors, i va descobrir que EndoG i
ExoG resulten de la duplicacid d'un gen endo/exonucleasa ancestral®®. Curiosament,
'estudi d’ExoG va revelar que aquesta, presenta una activitat 5’-3’ exonucleasa que no es
troba en els membres de la familia d’EndoG en mamifers, que son endonucleases
pures'®?% | a rellevancia d’'aquesta activitat es va fer evident quan Tann i col-laboradors
van publicar les seves troballes confirmant que ExoG és una nucleasa important en el

|73

sistema LP-BER mitocondrial™, sistema responsable de la reparaciéo de bases oxidades,

alquilades i desaminades, aixi com aparellaments erronis de bases®'.

Tot i la recerca i I'interés en ExoG en els ultims anys, no s’havia descrit ni la seva expressio
en diferents teixits ni els canvis que es produeixen durant el desenvolupament. Per primera
vegada, en aquest estudi mostrem que ExoG és més abundant en els teixits neonatals
respecte els teixits adults. El fet que ExoG s’expressi més en el teixit neonatal que en I'adult
suggereix que és més important en el desenvolupament inicial, on la proliferacio cel-lular és
més elevada. En consonancia amb aquests resultats, Szczesny et al. va revelar que quan
es sobreexpressava ExoG, els mioblasts proliferatius eren més resistents al dany induit per
ROS que els miotubs no proliferatius®™. Tanmateix, en cél-lules Hela la deplecié d’ExoG

|73

causa grans danys en '’ADN mitocondrial™>, contrariament al que succeeix en cardiomiocits

neonatals ja que en els cardiomiocits, TADN mitocondrial no es veu afectat®

, suggerint que
ExoG podria ser important en el manteniment de la integritat de 'ADN mitocondrial en

cél-lules proliferatives.

Com ja he mencionat, ExoG és descrita com un component essencial de la ruta BER en la
mitocondria degut a la seva activitat 5-exonucleasa. Aquesta via és la via central en la
reparacio de lesions endogenes, incloent les que es produeixen com un subproducte
inevitable de la respiracio®®'. Tann et al. van observar que la deplecié d’aquesta nucleasa
causa una acumulacié de trencaments de cadena simple (SSBs single strand breaks) en el
genoma mitocondrial, desencadenant la via intrinseca de I'apoptosi. Especificament,
informaven que la deplecié d’ExoG indueix un increment significatiu de la poblacié cel-lular
en la fase sub-G1 del cicle, fet que encara déna més suport a que el déficit d’ExoG activa la
mort cel-lular”. No obstant aix0, en el curs del nostre estudi, resultats in vitro amb una linia

d’elevada capacitat proliferativa, la linia cel-lular Rat-1, indiquen que I'abséncia d’ExoG no
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desencadena mort cel-lular ni produeix una acumulacio de les cél-lules en la fase sub-G1,
perd aquestes mostren una menor capacitat de divisio, proliferant més lentament. Aquests
resultats in vitro indiquen que ExoG exerceix un paper important en la proliferacié normal en

la linia cel-lular Rat-1.

4. L’expressio d’ExoG i EndoG divergeix en la distribucié

tissular

ExoG i EndoG presenten diferents patrons d’expressid, essent melsa i ronyé neonatals i
cervell adult els teixits que posseeixen més ExoG. Per contra, EndoG es troba
principalment en cor i fetge, on manté la seva expressié sense variacions relacionades amb
'edat, suggerint que les funcions d’ExoG i EndoG divergeixen. En consonancia amb
aquests resultats, Kieper et al. ja havia mencionat la possible divergéncia en les funcions
deguda a les diferéncies en I'especificitat de substrat®®®>. A més, resultats del nostre grup
indiquen que la manca d’EndoG disminueix I'activitat de la cadena respiratoria, almenys en
experiments in vitro'?, contrariament al que s’observa en abséncia d’ExoG ja que resulta en

un increment en la respiracio cel-lular dels miocits®.

Tot i que ambdues proteines soén descrites com a nucleases mitocondrials, només
'expressio d’ EndoG correlaciona amb els nivells de marcadors mitocondrials utilitzats, els
marcadors COX-IV i la lipoamida deshidrogenasa. Aquest fet suggereix que els nivells
d’EndoG estan associats amb el nombre de mitocondries, probablement per la seva funcié

|81

en la replicacio de 'ADN mitocondrial®’. En canvi, els nivells d’ expressié d'ExoG depenen

de factors desconeguts fins al moment.

Els nivells dExoG sén especialment alts en el cervell. Aquesta proteina no es troba
associada de manera diferencial en cap regié analitzada del cervell. Aquest resultat apunta
a una funcié d’ExoG rellevant al cervell que és, pel moment, desconeguda. L’elevada
expressié dExoG en cervell i particularment en neurones podria ser explicat per l'alta
vulnerabilitat als danys ocasionats per l'estrés oxidatiu en aquestes cél-lules. Per una
banda, el cervell és un teixit ric en acids grassos poliinsaturats facilment peroxidables.
D’altra banda, aquest és un gran consumidor d’oxigen motiu pel qual és més probable la
formacié d’espécies reactives d’oxigen®®. En conjunt, les neurones han de requerir
sistemes i proteines de reparacié de bases mitocondrials, com és ExoG. Reforgant aquesta
hipotesi la disminucié d’Exog causa un increment en les espécies reactives de I'oxigen en

un model d’interferéncia en cardiomiocits®.
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D’altra banda, EndoG és altament expressada en el teixit cardiac. Aquest, es troba
conformat principalment per cardiomiocits i fibroblasts cardiacs. En contrast a EndoG, on
principalment la seva expressio és en els cardiomiocits, ExoG té la mateixa expressié en els
cardiomiocits i en els fibroblasts cardiacs. El fet de que ExoG no estigui incrementada en
les cél-lules que tenen més mitocondries (cardiomiocits), és una evidéncia més que ExoG

no sembla relacionada amb la biogénesi mitocondrial.

5. Les nucleases ExoG i EndoG responen diferent sota estimuls

d’estres.

L’infart de miocardi és una de les principals causes de mort a nivell mundial. Durant l'infart
es produeix una baixada en els nivells d’oxigen i nutrients que provoca la mort dels
cardiomiocits. El coneixement dels mecanismes de la mort cel-lular dels cardiomiocits
poden influir en el desenvolupament de terapies que millorin 'impacte de I'infart. Sota una
isquémia experimental, el nostre grup va demostrar que la nucleasa EndoG es transloca de
la mitocondria al nucli i és essencial en la degradacié de 'ADN de manera caspasa
independent®®. Contrariament a EndoG, la nucleasa ExoG no canvia la seva localitzacio
cel-lular, mantenint-se dins de la mitocondria i, probablement com a conseqiiéncia d’aixo,
no participa en la degradacié de 'ADN gendomic. Per tant, ExoG i EndoG tot i ser
paralogues evolutives tenen diferéncies funcionals en el procés de mort dels cardiomiocits.
El paper d’ExoG en la mort en un paradigma depenent de caspases encara és desconegut.
En aquest treball mostrem que ExoG, al igual que EndoG®®, no participa en la degradacio
de 'ADN genomic durant el procés de mort depenent de caspases, ni en la degradacié d’alt

ni baix pes molecular.

Un dels processos que pot desencadenar en una malaltia cardiovascular és un augment en
la massa del ventricle esquerre®®. El nostre grup va ser el primer en identificar a EndoG
com una proteina determinant en la hipertrofia maladaptativa'’®. Tigchelaar et al. va
demostrar que ExoG també participa en la hipertrofia en cardiomiocits neonatals®®®. En
aquest treball, per una banda corroborem els resultats obtinguts préviament pel nostre grup
i pel grup de Tigchelaar et al. ja que la disminucié d’EndoG o ExoG causa hipertrofia en els
cardiomiocits. D’altra banda, mostrem per primer cop que la disminucié simultania d’EndoG
i ExoG no té un efecte additiu en la hipertrofia, suggerint un mecanisme d’accié comdu,
probablement degut a la generacié d’espécies reactives de I'oxigen, com hem observat pel
cas d’EndoG®'.

142



Discussio

En conclusié, ExoG i EndoG tenen activitats complementaries en el procés d’hipertrofia
perd no en la degradacié de 'ADN gendmic que té lloc tant en situacions de mort cel-lular

depenents com indepenents de caspases.

6. ExoG i EndoG participen en la divisié cel-lular en diferents

models in vitro

Els nostres resultats mostren que la falta d’'ExoG té un efecte similar en la velocitat de
proliferacié cel-lular com la falta d’EndoG. Degut a aquest fet, vam voler comparar en el
nostre model in vitro els seus perfils de cicle cel-lular. Els perfils de cicle cel-lular indiquen
que tant 'abséncia d’ExoG com I'abséncia d’EndoG produeixen una acumulacié de ceél-lules
en la fase G1 del cicle. Per tant, proposem que I'abséncia d'ExoG o EndoG activa el punt
de control present en la fase G1, anomenat punt de control G1-S, amb la finalitat de reparar
el dany ocasionat en 'ADN abans d’entrar a la fase S. En discordangca amb aquests
resultats, ja s’havia demostrat in vitro que la reducci6 d’EndoG causa un defecte en
proliferacié, produint un patré caracteristic d’aturament en la fase G2 del cicle cel-lular’®.
Aquesta diferéncia en el patré d’aturada es podria explicar per I'is de linies cel-lulars

diferents.

A continuacio, per tal de testar si ambdues nucleases juguen un paper en la mateixa via o
en vies paral-leles pel que fa a proliferacidé, vam transduir la linia cel-lular Rat-2 amb un
vector scrambled, un shRNA contra Endog, un shRNA contra Exog i la doble transducci6
durant 72 hores. Els nostres resultats mostren que el silenciament de les dues nucleases
mitocondrials no produeix un fenotip més sever pel que fa a la reducci6 de la velocitat de
proliferacid, suggerint que participen en la mateixa via. Possiblement aquesta via estigui
relacionada amb el manteniment de ’ADN mitocondrial. Concretament, ExoG descrita en la

via de reparacio LP-BER" i EndoG en la replicacié de ’ADN mitocondrial®'.

A diferencia d’EndoG, la disminucié d’ExoG no només afecta a I'activacio de la via PI3K/Akt
sind que també sembla afectar a la via de les ERK. Aixi doncs, ExoG podria ser important
en la homeostasi en els teixits que requereixen una major activacié de la via ERK. Per tant
la inhibici6 d’ExoG podria tenir efectes diferents als de la inhibici6 d’EndoG en linies

tumorals.

El silenciament per RNA d’interferéncia d’ExoG demostra el seu efecte antiproliferatiu en el

model de glandules de ratolins Pten”. Coincidint amb els resultats obtinguts amb les
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glandules transduides amb el shRNA d’EndoG o el déficit d’EndoG en el model doble
knock-out, la reduccié de la mida de les glandules amb el shRNA d’ExoG es correlaciona
amb una menor fosforilacié d’Akt i una disminucié de ciclina D1. En conclusid, ExoG és una

diana terapéutica potencialment interessant per al tractament del carcinoma d’endometri.

7. TatD no participa en la degradacié de ’ADN en cél-lules de

mamifer

TatD és una proteina conservada evolutivament en diferents espécies, incloent bactéries,
fongs, plantes i animals. TatD d’Escherichia coli presenta una identitat de seqiéncia del 26,
37 i 32% amb la de Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegansi Homo sapiens,
respectivament, suggerint que TatD pot tenir una estructura i una funcié conservada®®.
L’analisi d’homologia de sequéncia entre diferents eucariotes revela una alta conservacié
del motiu IETD, seqliéncia consens de tall per la caspasa 8, i motiu LKTE de sumoilitzacié.
Aquests motius conservats indiquen que és susceptible a ser processada durant la via
extrinseca de l'apoptosi i una regulacié post-traduccional important per SUMO que seran
investigades en un futur i que suggereixen canvis post-traduccionals de Tatd que podrien

regular la seva abundancia, localitzacio i/o activitat.

En relaci6 a I'apoptosi, TatD va ser descrita en C. elegans com una nucleasa relacionada
en mort cel-lular (CRN-2, cell death related nuclease), involucrada en la fragmentacié de
I’ADN en una via independent a CPS-6 (homoleg d’EndoG)®. Estudis posteriors proposen
la participaci6 de TatD en apoptosi en Saccharomyces cerevisiae’™®, en Trypanosoma
Brucei™, i en Leishmania’. En aquests organismes, la nucleasa TatD es localitza en el
citoplasma i sota un estimul apoptotic, es transloca al nucli on dura a terme la degradacié
de I'ADN. El seu paper en apoptosi en cél-lules de mamifer era desconegut. En contrast
amb aquests resultats, nosaltres mostrem que TatD s’expressa a citosol, contrariament a
les prediccions in silico publicades on s’indica localitzacié nuclear, no participa en la
fragmentacio de 'ADN ni en un model depenent de caspases ni en un model independent
d’'aquestes proteases. Addicionalment, la seva localitzacié citosodlica no es veu alterada en
un model de mort caspasa indepedent. Pel que fa al model caspasa depenent, detectem
una minima translocacid nuclear de TatD sota un estimul apoptoétic, probablement

insuficient perqué pugui ser rellevant ja que no observem efectes en la integritat de I'’ADN.
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En conclusid, tot i compartir una alta homologia de sequéncia, existeixen discrepancies en
el paper apoptotic de TatD entre les espécies descrites anteriorment i les analitzades en el

present treball.

L’activitat DNasa i les propietats bioquimiques de TatD s’han descrit en diverses espécies.
Concretament en E. coli i diversos parasits com Plasmodium Knowlesi, Trypanosoma
Brucei, Plasmodium falciparum, Streptococcus pneumoniae, Bacillus Anthracis. Aquesta
activitat DNasa pot ser activada o inhibida pel Mg?*. En E. Coli s’ha descrit que TatD és una
exonucleasa 3’-5 depenent de Mg?* que prefereix la digesti6 d’ADN i ARN de cadena

206

simple“™®. Wexler et al. també demostra que la proteina de TatD presenta activitat DNAsa

2¥101 " En Plasmodium Knowlesi I'activitat

en preséncia de Mg*, perd no en Ca®* o Zn
hidrolitica de TatD també és Mg* depenent®®. Tot i aquest resultat, un altre grup
independent, Chang et al. afirmen que en el plasmodi TatD és inhibida en preséncia de
magnesi'®. En l'organisme Trypanosoma Brucei, TatD és capag de degradar eficientment
un plasmidi d’ADN indicant que la nucleasa té activitat DNAsa’®. La nucleasa TatD de
Plasmodium falciparum és capag¢ d’hidrolitzar ADN de doble cadena. Contrariament a E.
Coli, en aquest parasit TatD és inhibida pels metalls Mg* i Ni*'%, L’activitat DNAsa de
TatD en Streptococcus pneumoniae també es veu inhibida amb I'addicié de Zn** i Mg®* i

incrementada de manera significativa per la preséncia de Ca**, Co®" i Mn?*1%,

Els nostres resultats suggereixen que el citosol de cél-lules de mamifer no té activitat
DNasa en experiments in vitro, independentment de la preséncia de TatD. No obstant aixo,
no podem descartar que el Mg®* en el tampd de reaccié tingui un efecte inhibitori en
aquesta activitat. A més a més, una de les limitacions del nostre assaig és la utilitzacié
d’extractes citosolics que, tot i estar enriquits en TatD, no assoleixen la quantitat que es va
utilitzar en experiments realitzats amb proteina recombinant. Per contra, I'extracte citosolic
s’ajusta més a la situacio real de la cél-lula. D’altra banda, la diferéncia en quant als efectes
del magnesi en l'activitat sobre 'ADN observada en els diferents models pot suggerir que
aquestes diferéncies i, inclus, I'activitat DNasa detectada puguin ser degudes a artefactes

pel fet d'utilitzar proteina recombinant generada en bacteris.

Aixi doncs, falten futurs experiments que ajudin a concretar o descartar de manera més

especifica els factors determinants per 'activitat DNAsa de TatD en cél-lules de mamifer.
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8. TatD és prescindible per I’embriogénesi i proliferacié cel-lular

en el ratoli

TatD és una proteina ubiqua amb una expressié homogénia entre els teixits analitzats,
sense variacions degudes a l'edat. Per tant, no sembla que tingui una funcié especifica
d'dorgan i de desenvolupament post-natal. L'expressidé homogénia entre teixits i la seva
localitzacio citosodlica son dos trets diferencials amb les nucleases mitocondrials EndoG i
ExoG.

Per tal d’investigar la funcié de TatD en models de mamifer, hem generat i caracteritzat el
primer ratoli nul per Tatd. La delecio de I'exé 3 de Tatd impedeix la correcta traduccio de la

proteina.

La pérdua de funcié de Tatd in vivo en el ratoli no genera letalitat embrionaria, indicant que
TatD no és essencial per 'embriogénesi i viabilitat del ratoli ja sigui perqué la seva funcio és
prescindible en aquest estadi o per qué pugui ser compensada amb l'activitat d’altres gens.
La descendéncia obtinguda dels ratolins Tatd” no presenta problemes de fertilitat, indicant
que aquesta proteina no participa en la gametogénesi. Pero, en els parasits Plasmodium

falciparum i Plasmodium berghei s’ha associat TatD a la reproduccié sexual d’aquests'®.

TatD no participa en el creixement del ratoli segons indica la manca de diferéncies entre el
pes dels diferents organs analitzats. Curiosament, en un model de peix zebra, a diferéncia
dels nostres resultats TatD, és important en el correcte desenvolupament dels ulls degut a

la seva participacio en la progressié del cicle cel-lular'.

No es coneix fins al moment si la nucleasa TatD esta involucrada en el desenvolupament
del cor. En el present treball, hem demostrat que la deficiéncia de TatD no afecta ni a la
cel-lularitat ni al tamany dels cardiomiocits, suggerint que aquesta proteina no esta
relacionada en proliferacié i hipertrofia. En un model in vitro a partir de fibroblasts de pell
provinents de ratolins Tatd”, amb més capacitat proliferativa que els cardiomiocits, tampoc
s’altera la seva proliferacié. En consonancia amb els nostres resultats, la deleci6 del gen de
TATD en S. cerevisiae té un efecte insignificant en el creixement cel-lular’™®. A més a més,
Gannavaram et al. demostra que ni la deplecié ni la sobreexpressié de TatD resulta en una

reduccio en el creixement del parasit Trypanosoma Brucei’.
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9. Caracteritzacié dels canvis transcriptomics deguts a

I’eliminacié del gen Tatd al ratoli

L’estudi transcriptomic de teixit cardiac de ratolins Tatd"* i Tatd” ens ha permés la
identificacié de canvis a nivell transcripcional d’'una série de gens. La delecié d’aquest gen
produeix canvis transcripcionals relacionats amb mudltiples funcions cel-lulars, entre les
quals la més destacada és la senyalitzacio i el transport de membrana. També s’han trobat
variacions en gens implicats en metabolisme. Alguns gens identificats, com per exemple el
gen Lamab, Amy1 i Tmprss13 estan relacionats en diferents malalties del cor i indicant aixi
una major susceptibilitat a que pateixin malalties cardiaques sota situacions d’estrés, ja que

en condicions normals aquests ratolins no presenten alteracions en el cor.

L’estudi transcriptomic d’escorca cerebral de ratolins Tatd”* i Tatd” ens ha permés la
identificacié diferents vies de senyalitzacié alterades, entre les quals estan implicades en:
transport de vesicules, dinamica de microtubuls i actina i senyalitzacié del fosfatidilinositol.
Dins d’aquests grups hem trobat variacions en receptors acoblats a proteines G, GPCR,
receptors ampliament distribuits en el sistema nervids central on regulen la
neurotransmissié en les sinapsis, en zones pre-sinaptiques i post-sinaptiques®®?%. Les
anormalitats en I'expressié i en l'activitat d’aquests receptors estan implicades en diversos
processos neuropatologics com dolor, ansietat, depressidé, neurodegeneracio,
neuroinflamacio, etc. i poden provocar multiples condicions neurolodgiques i psiquiatriques.
El gen F2RL2 o PAR-3 (Coagulation Factor Il Thrombin Receptor Like 2), que codifica per
un receptor acoblat a proteina G activat pel tall de la trombina, es troba disminuit en l'array i
en la gPCR. La trombina influencia el procés neurodegeneratiu després d’una isquémia

mitjangant els receptors activats per proteasa (PAR1-4).

També hem trobat variacions en expressid de gens que codifiquen per canals ionics,

proteines de membrana que permeten el pas d’ions especifics, modulant el potencial de

210 Mutacions en canals ionics

s’han trobat associades a multiples patologies com I'epilépsia, migranya, Alzheimer, etc®'".

membrana i la transmissié d’informacio en el sistema nervids

Diverses evidéncies sustenten la hipotesi que una activitat andmala de canals ionics en les
membranes cel-lulars causen la sindrome de fatiga cronica®'?. Aquest fet podria estar
relacionat amb el simptoma de fatiga que observem en els ratolins Tatd” que discutim

posteriorment.
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10. Els ratolins Tatd” presenten déficits locomotors

En el present treball, en col-laboracié amb el grup de Fisiopatologia i Tractament de les
Malalties Neurodegeneratives dirigit pel Dr. Albert Giralt, hem dut a terme una amplia
caracteritzacié comportamental del ratoli Tatd”", amb la finalitat de detectar qualsevol efecte
fenotipic causat per la delecié de Tatd. Hem observat que el ratoli Tatd” mostra nivells
normals d’ansietat, d’aprenentatge i memoria. Perd l'analisi de l'activitat espontania i
aprenentatge motor en el camp obert i en el rotarod acceleratiu, mostren que els animals
Tatd” es comporten de manera anormal. Els ratolins Tatd” recorren menys distancia en el
camp obert i triguen menys temps a caure de la plataforma rotarod que els ratolins Tatd"".
També hem observat diferéncies en els ratolins Tatd”* i Tatd” en el test de nataci6 forcada,
test que analitza la desesperacié conductual. Concretament, els ratolins Tatd” presenten
menys mobilitat que els ratolins Tatd"*. Les dades suggereixen que els efectes observats
no son atribuibles a possibles conductes depressives dels ratolins, sind que serien deguts a

una major fatiga dels ratolins Tatd™".

El conjunt de proves que requereixen moviment; el camp obert, rotarod acceleratiu i la
natacié forgada sustenten la idea que els ratolins Tatd” es fatiguen més rapidament.
Aquesta fatiga no es veu acompanyada per una disminucié en la forca muscular en els
ratolins Tatd”, descartant la possibilitat que la forca muscular estigués afectant I'activitat
locomotora. Per tant, els nostres resultats mostren alteracions conductuals associades en la
manca de TatD en un model muri. Especificament, aquesta proteina ’hem trobat implicada
en una conducta compatible amb la fatiga. Aquest simptoma es caracteritza per una baixa
activitat fisica i t¢ un impacte en la qualitat de vida de pacients de cancer®"®, ictus®'#,
Parkinson?'®, insomni i depressio?'®. Malgrat estar associat a multiples patologies frequients,
el fet de coexistir amb altres simptomes fa que sigui dificil estudiar la fatiga de manera
individualitzada. Aixi doncs, la fatiga és I'inica funcié neuroldgica afectada en els ratolins
Tatd” que hem detectat fins al moment, suggerint que TatD pot ser una nova proteina

implicada en la modulacié de la fatiga.
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Conclusions

Primera. L’expressié d’EndoG és variable en diverses linies tumorals humanes.

Segona. La disminucié d’Endog indueix un defecte en proliferacié en les linies tumorals

Ishikawa d’endometri i la linia U251 de glioblastoma.

Tercera. La disminuci6 i delecid6 d’Endog causa una disminucié en la proliferacio i en el
tamany de les glandules i en el model de cancer d’endometri Pten”, associada a una menor

activacioé de la via Akt.

Quarta. L'expressio d’ExoG disminueix durant el desenvolupament en rates en tots els
teixits analitzats (exceptuant el cervell), essent abundant en melsa, ronyo i cervell en el
periode neonatal. En canvi, I'expressiéo d’EndoG es manté, essent abundant en cor i fetge

en el periode neonatal i adult.

Cinquena. En cél-lules del sistema nervids, ExoG s’expressa preferencialment en neurones
respecte a astroglia. En canvi, en cél-lules del teixit cardiac té una expressid similar en

cardiomiocits i fibroblasts cardiacs.

Sisena. ExoG no surt de la mitocondria en una situacié d'isquémia experimental i en

consequéncia no contribueix a la degradacié de ’ADN nuclear en cardiomiocits

Setena. El silenciament de I'expressié d’Exog en la linia de fibroblasts de rata Rat-2 i en

glandules d’endometri Pten”, resulta en un defecte en proliferacio.

Vuitena. El doble silenciament d’Exog i Endog no produeix un fenotip més sever respecte al
silenciament simple d’Exog o Endog en proliferacié i hipertrofia en la linia de fibroblasts de

rata Rat-2 i cardiomiocits de rata, respectivament.

Novena. TatD és una proteina citosolica amb una distribucié homogénia entre els teixits
analitzats, de la que no hem detectat activitat DNAsa i que no canvia de localitzaci6 sota

una isquémia experimental.

Desena. La delecid6 de Tatd no produeix alteracions en els processos de proliferacio,

hipertrofia i degradacié de 'ADN nuclear en cardiomiocits.

Onzena. El ratoli Tatd” és viable, perd presenta alteracions motores compatibles amb

fatiga.
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