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1. Resum

El funcionament del cor esta influenciat per una xarxa de gens que actua durant el
desenvolupament determinant el nombre correcte de cardiomiocits, el seu creixement i
maduracié. En I'adult, la interrupcié del subministrament d’oxigen i nutrients indueix a
la mort del miocardi, la qual pot derivar en insuficiéncia cardiaca. Els gens apoptotics
van ser investigats com a dianes per prevenir la mort cel-lular, perdo actualment se sap
que els gens que regulen |'apoptosi podrien ser importants per al correcte
desenvolupament cardiac. Investigacions previes suggerien que (1) alguns gens
apoptotics, com les caspases executores i les nucleases, regulen el creixement i
diferenciacio del miocardi, i que (2) el manteniment de la integritat mitocondrial dels
fibroblasts cardiacs, que generen la cicatriu fibrosa en un infart, fonamenta la seva

elevada supervivencia.

Basats en aquests fets, les nostres hipotesis de partida eren que (1) les caspases 3i 7 i
les nucleases EndoG i Tatdn1 sén necessaries per a la divisid correcta dels miocits
durant el desenvolupament, i que (2) els fibroblasts cardiacs utilitzen I'autofagia en cas
de manca de nutrients, com per exemple durant la isquemia, per mantenir-se

funcionals.

Per respondre a aquestes hipotesis, ens vam plantejar com a objectius identificar els
mecanismes moleculars pels quals les caspases tenen influéncia en la divisio i
maduracié dels miocits, aixi com esbrinar si hi ha una possible associacié entre els
gens apoptotics i la funcidé cardiaca. També vam voler identificar els mecanismes pels
quals la nucleasa EndoG controla la divisio i el creixement cel-lular al cor, aixi com
caracteritzar el rol de la nucleasa Tatdn1 al miocardi. D’altra banda, vam voler
caracteritzar I'autofagia als fibroblasts cardiacs en isquemia i la seva rellevancia per a

I'activitat metabolica d’aquestes cél-lules.

La caracteritzacié bioquimica del cor dels ratolins dels quals vam anul-lar els gens de
les caspases executores 3 i 7 al miocardi indica que hi ha més inflamacié, menys
miocits i que aquests son més grans que en ratolins normals. A més, vam fer un estudi
genomic GWAS (genome-wide association study) incloent-hi 11.500 persones a partir
de bases de dades genetiques en que vam analitzar la possible associacié entre la

funcié cardiaca i certs canvis en les seqliencies de 20 gens apoptotics, aixi com un



estudi agnostic global. Aquest estudi ens va permetre confirmar |'associacidé d’alguns
reguladors apoptotics, com Bcl2, caspases 8 i 10, cFLIP (cFLAR), FADD i TATDN1, amb
canvis en marcadors de la funcié cardiaca en humans; pero, a més, ens va permetre
identificar altres gens potencialment rellevants per a la funcié cardiaca i,
inesperadament, un vincle entre gens associats amb la funcié cardiaca (incloent-hi
alguns gens apoptotics) i el desenvolupament de la malaltia d’Alzheimer. Aquest grup
de dades confirma la influencia dels gens apoptotics en el desenvolupament del cor i en
la funcié cardiaca i, a més, suggereixen que hi ha un vincle entre la funcié cardiaca i la

malaltia d’Alzheimer.

L’analisi molecular, bioquimica i cel-lular dels models de ratolins deficients en les
nucleases EndoG i Tatdn1, aixi com estudis realitzats en cardiomiocits i altres cel-lules
en cultiu, van mostrar que la manca d’Endog tant in vivo com in vitro genera estres
oxidatiu que indueix canvis en la senyalitzacié cel-lular que té com a resultat la
hipertrofia dels miocits i I'alentiment de la proliferacié cel-lular, tant del miocardi com
d’altres tipus cel-lulars, incloent-hi les cél-lules tumorals. Aixi mateix, vam trobar que
la manca del gen Tatdn1 en els ratolins genera un increment en el diametre ventricular
i canvis en l'expressié de molts gens, la qual cosa suggereix que té una funcid
important en el transport tant intracel-lular com extracel-lular de proteines. En conjunt,
aguestes dades confirmen un rol important d’EndoG i Tatdn1 en la biologia cardiaca, ja
que afecten la mida i el nombre de midcits, pero també el rol d’EndoG en altres
cel-lules, incloent-ho alguns tumors, que implica el control de radicals lliures d’oxigen

(ROS) i el transport de proteines.

La caracteritzacié bioquimica i funcional dels fibroblasts cardiacs en condicions
normals, d’isquémia i d’estres de reticle endoplasmatic, ha implicat I'analisi de la
respiracié cel-lular, I'estudi de I’'estat d’oxidacio cel-lular, la quantificacié de la capacitat
de supervivencia i proliferacid, I'estudi de |'organitzacié mitocondrial, aixi com la
caracteritzacio de I'expressid génica i proteica en aquestes cel-lules, en comparacio
amb fibroblasts de pulmo i pell en diverses situacions d’estrés cel-lular. Els resultats
van descartar una funcidé important de I’'autofagia per a la supervivencia dels fibroblasts
cardiacs durant la isquémia, perd van mostrar que els fibroblasts cardiacs presenten
caracteristiques bioldogiques que els fan especialment capacos de sobreviure a
pressions baixes d’oxigen i condicions que alteren la distribucié del calci intracel-lular

gue impliguen una taxa més alta de consum d’oxigen, més cadenes respiratories per



mitocondri, nivells elevats de ROS, perd millor control d’aquests en situacions d’estreés,
entre d’altres. La via de senyalitzacid STAT3 es troba particularment activada i regula
tant la supervivéncia com I’'expressid de proteines protectores en aquests fibroblasts.
Aqguest bloc de dades aporta nova informacié sobre la biologia dels fibroblasts cardiacs

i la seva elevada capacitat de supervivencia.

En resum, els resultats obtinguts confirmen la implicacié dels gens apoptotics en el
desenvolupament i funcié del miocardi i demostren que alguns d’aquests gens estan
regulant processos de creixement i proliferacié dels miocits mitjancant la implicacié del
control dels nivells de radicals lliures d’oxigen, les vies d’inflamacid i el control en el
transport de proteines. Aixi mateix, aportem noves dades sobre els fibroblasts cardiacs
gue permeten comprendre millor com funcionen aquests cél-lules importants en
processos de resposta a situacions d’estres al cor. Finalment, les dades obtingudes
suggereixen que alguns dels gens importants per a la funcié cardiaca, incloent-hi gens
apoptotics, son també rellevants i, per tant, possibles dianes en la malaltia d’Alzheimer

i alguns tipus de cancer.

2. Resultats

Tasca 1. Funcions dels executors apoptotics caspases 3 i 7, i nucleasas Endog
i TatD en el desenvolupament del cor
o Hi ha un increment de citocines proinflamatories al miocardi per manca de les

caspases executores 3 i 7 especificament en aquest teixit al ratoli.

o La manca d’EndoG als cardiomiocits de rosegador indueix a un increment de
I'abundancia de radicals lliures d’oxigen (ROS), i la inhibicié d’agquests amb N-acetil-

cisteina és capac de frenar la hipertrofia derivada de la manca d’aquest gen.

. La manca d’EndoG en cel-lules somatiques de rosegador i humanes en divisio
n’‘alenteix la proliferacio, que es pot recuperar mitjancant I’'afegiment de detoxificadors
de ROS.



o La manca d’EndoG és capag de frenar, in vitro i in vivo, el creixement de tumors
deficients en el supressor tumoral PTEN en models de ratoli i en linies cel-lulars

tumorals humanes.

. EndoG regula la via de senyalitzacio cel-lular Akt/GSK3/beta-catenina a través

del control dels nivells de ROS amb impacte en el creixement i divisié cel-lular.

o Les nostres dades suggereixen que Tatdn1l, tot i haver estat identificada com a
nucleasa a partir d’experiments utilitzant models de sobreexpressid, no esta implicada
en el tall d’ADN, almenys al miocardi i al cervell, ja que (1) es troba al citoplasma
cel-lular i no es transloca a nucli ni a mitocondris en cap situacié d’estrés estudiada, (2)
extractes cel-lulars enriquits en aquesta proteina no mostren activitat nucleasa in vitro
i (3) el patré de gens alterats al miocardi (i al cervell) de ratolins deficients en tatdn1
indica una funcié d’aquest gen en el transport de proteines i no en la biologia dels acids

nucleics.

o La manca de tatdn1l in vivo en ratoli indueix a un increment del diametre del
ventricle esquerre tant en sistole com en diastole, cosa que suggereix que aquest gen

té un paper en la hipertrofia i funcidé cardiaca.

Tasca 2. Fibroblasts cardiacs: autofagia, el seu paper en la funcié durant
I'estres i el paper de Bcl-2

. L'autofagia és important per a la supervivencia dels fibroblasts de qualsevol
origen en condicions normals, ja que la seva inhibicié per metodes genétics
(silenciament dels gens Atg7 o Bnip3) o farmacologics (3-metil adenina o cloroquina)
indueix a mort cel-lular. Malgrat aix0, I'autofagia no sembla tenir influéncia en la
supervivencia dels fibroblasts cardiacs durant la isquémia i tampoc sembla que la

manca del gen Bcl2 tingui influencia en el flux autofagic en aquestes céel-lules.

. Els fibroblasts cardiacs de rata mostren un consum més alt d’oxigen, més
abundancia de cadenes respiratories per mitocondri i una xarxa mitocondrial una mica

més fragmentada en condicions normals que altres tipus de fibroblasts.



. Els fibroblasts cardiacs presenten més abundancia de ROS i d’enzims
detoxificadors de ROS com I'Mn-superoxid dismutasa (SOD?2) i la catalasa que altres

tipus de fibroblasts en condicions normals i els regulen millor en isquémia.

o Els fibroblasts cardiacs tenen un estat d’activacié especialment elevat de la via
de senyalitzaciéo STAT3 que influencia la seva capacitat de supervivencia en condicions
d’estres cel-lular i que controla I'expressid de proteines com els enzims detoxificadors

de ROS i Bcl2, que protegeix els mitocondris en condicions d’isquémia.

Tasca 3. Estudis d’associacio de tot el genoma (GWAS) per identificar nous
loci que es van utilitzar per estudiar I'associacié potencial de gens de
senyalitzacio cel-lular i apoptosi amb fenotips relacionats amb la funcié
cardiaca del cor huma

o Dels 20 gens amb funcions reguladores de |'apoptosi que es van analitzar en
11.500 genomes humans, vam identificar una associacié estadisticament significativa
d’alguns polimorfismes amb algun tret relacionat amb la funcié cardiaca per als gens
BCL2, cFLIP (cFLAR), FADD, caspasa-8, caspasa-10 i TATDN1.

. A més, I'estudi genomic no dirigit (agnostic) va identificar nous polimorfismes en
altres gens que es troben associats amb la funcié cardiaca que es poden consultar a les
bases de dades https://data.mendeley.com/ i https://doi.org/10.17632/22jdjghnsp.1.

o De manera totalment inesperada, la comparacié de polimorfismes associats amb
la funcié cardiaca i amb el desenvolupament de la malaltia d’Alzheimer va permetre
identificar un grup de gens que es troben associats amb els dos trets, inclosos alguns
d’apoptotics, cosa que suggereix que hi pot haver un vincle potencial entre funcio

cardiovascular i la malaltia d’Alzheimer que pretenem continuar estudiant.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

El projecte titulat “Noves funcions dels gens apoptotics en el desenvolupament i estres
del miocardi” es va dissenyar amb l'objectiu primari de confirmar o descartar la
implicacié de diversos gens apoptotics en la biologia i el comportament del miocardi

davant estimuls nocius, d’identificar els mecanismes intracel-lulars implicats i de



caracteritzar els mecanismes que confereixen als fibroblasts cardiacs un avantatge de
supervivencia en situacions d’estrés com la isquémia. El projecte, per tant, es
caracteritzava per un perfil d’investigacié basica preclinica que servis de base per
millorar la comprensié dels fonaments bioquimics i moleculars que governen la funcié
del cor i la seva resposta a |'estrés. La finalitat era trobar possibles dianes Uutils en el
diagnostic o tractament tant d’anomalies de la funcié cardiaca com en la millora de la

condicié cardiaca en situacions patologiques.

Les dades generades per la nostra feina mostren que, efectivament, hi ha gens que
s’havien descobert i estudiat en I'ambit de la mort cel-lular per apoptosi que, de fet,
tenen un paper important en el desenvolupament i en la biologia del miocardi, que
aquestes funcions no tenen relacié amb la mort cel-lular i que principalment hi
influeixen el nombre i la mida dels cardiomiocits i estan relacionats amb la funcid
cardiaca. A més, mostrem que els fibroblasts cardiacs estan evolutivament preparats
per subsistir a pressions baixes d’oxigen i tenen una séerie de mecanismes moleculars
gue els fan resistents a situacions d’estres cel-lular. Per aix0, els resultats derivats del
projecte proposen noves dianes moleculars que haurien de permetre una millor
comprensio dels fonaments biologics subjacents a la hipertrofia cardiaca, els processos
de remodelatge cardiac després d’un infart, el seu possible tractament i els fonaments

genetics determinants de la funcié del cor.

A més, i de manera inesperada, les nostres dades estableixen un vincle genétic entre
funcié cardiaca i malaltia d’Alzheimer i identifiquen Endog com un nou gen implicat en
la progressié tumoral. Per tant, es poden utilitzar aquestes dades per dissenyar noves
eines diagnostiques i terapeutiques en I'ambit de les malalties del cor, les malalties

neurodegeneratives i alguns tipus de cancer.
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