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Resum en lallengua del projecte (maxim 300 paraules)

En el cor embrional, la senyalitzacié de mort celslular apoptotica iniciada per receptors de mort i les caspases executores 3 i
7 exerceixen un paper important durant el desenvolupament cardiac no relacionat amb la mort celslular, i posteriorment sén
silenciats en I'adult, on les vies independents de caspases estan implicades en la mort cellular patologica. Resultats previs
del nostre grup han contribuit a entendre com es regula i silencia en el cor I'expressio dels gens de la via apoptotica
depenent de caspases durant el desenvolupament; a més, resultats no publicats demostren que les caspases regulen el
procés d’expressio de gens en el cor i, contrariament a la maquinaria depenent de caspases, TatD, una nucleasa,
s’expressa abundantment al cor postnatal.

Es desconeixen les funcions de la senyalitzacié apoptotica durant el desenvolupament cardiac, tot i que sén essencials per
al desenvolupament, a més, la senyalitzacié independent de caspases implicada al dany cel-lular en els miocits només es
coneix parcialment, el nostre objectiu és contribuir al coneixement d’ambdds fenomens. Creiem que les caspases podrien
processar proteines reguladores de I'expressio de gens musculars alterant la seva activitat, mentre que TatD té un paper
rellevant en el dany celslular pero també en la funcié cardiaca normal.

Volem caracteritzar la contribucié de les caspases 3 i 7 en el desenvolupament cardiac, utilitzant models in vivo (estem
finalitzant els creuaments necessaris per a disposar dels animals amb el genotip desitjat) i in vitro (practicament hem
preparat tot el material i hem optimitzat els protocols per a tirar-ho endavant). També volem caracteritzar la funcié de TatD
durant el desenvolupament i fisiologia del cor i conéixer-ne la seva funci6 utilitzant models in vitro i in vivo.

La millor comprensio del desenvolupament cardiac i el dany celslular en els miocits ajudara a definir dianes terapeutiques.
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Resum en anglés(maxim 300 paraules)

Apoptotic regulators of the death receptor pathway and executioner Caspases 3 and 7 are expressed in the embryonic heart
where they play relevant roles during heart development and most of them are later silenced in the adult, where caspase-
independent signalling drives cell death during disease. We have contributed to understand how the expression of the
caspase-dependent signalling machinery is regulated during heart development, besides, our unpublished results show that
caspases are involved in the regulation of cardiac gene expression and that, contrary to the apoptotic machinery, TatD, an
apoptotic nuclease, is abundant in the postnatal heart.

The functions of the apoptotic signalling during heart development are unknown despite their essential role for heart
differentiation. In addition, the pathway leading to caspase-independent myocyte cell damage is only partially understood.
Our aim is to contribute to the understanding of these two questions. We believe that caspase-dependent cleavage of key
regulators of muscle-specific gene expression regulates myocyte differentiation, and we also think that TatD is a nuclease
with relevant roles during cell damage but likely also have important functions in the normal heart.

Our aim is to characterize the contribution of Caspase-3 and 7 to heart development using in vivo (we are next to reach the
mice with the desired genotype) and in vitro models (we have prepared all the required material and we have almost
optimized all the protocols to start with the comparative study). We also plan to characterize the function of TatD during
heart development and normal physiology, and to improve the knowledge of its function using in vivo and in vitro models.

Improving the understanding of heart development and myocyte damage can help in defining therapeutic targets against
heart disease.
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2.- Memoria del treball (informe cientific sense limitacié de paraules). Pot incloure altres fitxers de qualsevol
mena, no més grans de 10 MB cadascun d’ells.

INTRODUCCIO

La funcié de les caspases en el control del desenvolupament cardiac.

L’apoptosi és essencial per al correcte desenvolupament dels organismes multicel-lulars, s’ha
demostrat mitjancant I'estudi de diferents models genetics deficients en gens apoptotics, com els
ratolins deficients en les caspases 3 i 7 (Lakhani, Masud et al. 2006).

Tot i la importancia de la senyalitzacié apoptotica durant el desenvolupament cardiac, els
cardiomiocits postapoptotics sén cél-lules que cal preservar per assegurar la viabilitat de I'organisme.
Resultats previs del nostre grup demostren que molts dels reguladors apoptotics de la via
mitocondrial, aixi com les caspases, son silenciats en el miocardi donant resisténcia a la mort cel-lular

(Sanchis, Mayorga et al. 2003; Bahi, Zhang et al. 2006).

Recentment s’ha trobat que dues families proteiques, les PTB i les HDAC, estan involucrades en el
control de I'expressié de gens apoptotics en el cor en desenvolupament (Zhang, Bahi et al. 2009). En
col-laboracié amb el laboratori d’Eric Olson i Chris Smith, el nostre grup va investigar la unié entre
Iactivitat de les caspases i la funcié de HDAC i PTB en els cardiomiotics. Van trobar que I'abundancia
de PTB es redueix pero que I'expressio del seu transcrit es manté durant el desenvolupament cardiac.
La regulacié de I'abundancia de PTB i la seva activitat mitjancant les caspases seria una nova funcio
no-apoptotica de les caspases en el cor, on es coneix que la seva delecié indueix anormalitats
morfologiques durant el desenvolupament (Lakhani, Masud et al. 2006). El nostre objectiu, a més de
caracteritzar la via d’unié entre PTB i les caspases al cor en desenvolupament, és el de coneixer la
informacio dels processos intracel-lulars regulats per caspases durant el desenvolupament cardiac,
mitjangant I'analisi diferencial del transcriptoma i proteoma cardiac, per a comparar el fenotip wild

type i el cardiac-especific Caspasa 3/7 doble KO, obtingut de Richard Flavell a Yale.

Regulacio del dany cel-lular independent de caspases durant la malaltia del cor: TatD.

L’activacié de les caspases s’ha involucrat en la mort cel-lular de molts tipus cel-lulars, incloent les
cél-lules terminalment diferenciades com els cardiomiocits. No obstant, s’ha demostrat que en
aquestes cél-lules les proteines de senyalitzacié apoptotica sén silenciades (Donovan and Cotter 2002;
Zhang, Bahi et al. 2007) i el paper de les caspases en algunes malalties com la isquémia segueix en
controvéersia (Ohno, Takemura et al. 1998; Knaapen, Davies et al. 2001). En aquest context,
I’elucidacié dels mecanismes que mitjancen el dany cel-lular independent de caspases podria ser
rellevant per entendre les vies alternatives a la mort cel-lular. TatD, una nucleasa involucrada en el

dany independent de caspases, pensem que pot tenir un paper important en la biologia dels miocits.
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Consequentment, el nostre objectiu és investigar les funcions de TatD en el cor ( i altres aspectes).
Amb aquesta finalitat, hem preparat un anticos policlonal i un shRNA-TatD per a la seva supressid, i
estem desenvolupant una soca de ratoli amb un KO condicional de TatD, la produccié de la qual esta
en col-laboracié amb el grup de Nadia Rosenthal i Jeanette Rientjes de “The Australian Regenerative
Medicine Institute”. L'estudi del cor deficient en TatD i la caracteritzacid in vitro de la seva funcié

revelaran per primera vegada la seva funcié en les cel-lules de mamifer.

RESULTATS-MEMORIA DEL TREBALL FET

La funcié de les caspases en el control del desenvolupament cardiac.

1) Per tal de comparar in vitro el procés de desenvolupament cardiac dels ratolins wild type i els
caspasa 3 i 7 DKO, la idea és produir cel-lules pluripotents induides (iPS) a partir de MEFs d’ambdues
soques per a seguidament diferenciar-les a cardiomiocits mitjancant la sobreexpressio de Gata4, Tbx5
i Baf60c (Takeuchi and Bruneau 2009) i poder-ne comparar el procés de desenvolupament. Durant
aquest primer any de beca, hem pogut implantar i optimitzar el procés de produccié de iPS a partir de
MEFs, tot testant diferents protocols. La figura 1 mostra iPS obtingudes amb el protocol que millor
ens ha funcionat, i també diferents tests que hem portat a terme per a determinar que realment sén
iPS: test de la fosfatasa alcalina (expressada en grans quantitats en cél-lules desdiferenciades, que

queden tenyides de vermell) i RT-PCR per a gens expressats en cél-lules no diferenciades.

Endogenous NANOG Endogenous OCT4

iPS MEFs

Figura 1: A i B- colonies de iPS obtingudes. C i D- colonies positives testades amb I'assaig de la
fosfatasa alcalina. E- RT-PCR per Nanog i Oct4, marcadors de cel-lules no diferenciades, de les iPS

obtingudes.

2) Com a alternativa al procés explicat al punt 1, hem trobat que és possible reprogramar directament
fibroblastes a cardiomiocits mitjancant la sobreexpressié de Mef2c, Gata4 i Tbx5 (leda, Fu et al.). Hem

provat el protocol publicat amb MEFs i fibroblastes dérmics i ho hem testat mitjancant
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immunofluorescencies amb anticossos especifics de teixit cardiac, a-actinina, i marcador fibroblastic

com a control, vimentina. El resultat es mostra a la figura 2.

Gatad4+Tbx5+ virus buit Gatad+Tbx5+Mef2c

Hoesch vimentin

Hoesch vimentin

a-actinine A a-actinine B

Gata4+Thbx5+ empty virus
X 20 C

Hoescht o-actinina

Gata4+Tbx5+Mef2c
X 40 D

Hoescht a-actinina

Figura 2: A i B- diferenciacio de fibroblastes dérmics a cardiomiocits, A-control negatiu, B- obtencio de
cardiomiocits, marcat amb el cercle, mitjangant la sobreexpressio dels tres factors. C i D- diferenciacid
de MEFs a cardiomiocits, C-control negatiu, D- sobreexpressié dels factors en MEFs, s’obtenen

cardiomiocits pero amb una eficacia menor que a partir de fibroblastes dermics.

3) En aquest primer any, a més de treballar amb la part in vitro, també hem comencat els creuaments
i genotipatges de la soca Caspasa 3 i 7 DKO i la Nkx2.5-Cre, que s’haura de creuar amb la primera per
a activar el KO a caspasa 3, que és condicional (sistema Flox-Cre). La figura 3 resumeix el procés de

creuaments que seguirem per a obtenir la soca amb el genotip desitjat.
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Caspasa 3 Flox /
Caspasa7KO

Nkx2.5 Cre (especific de
cardiomiocits)

(en cardiomiocits)
Figura 3

Regulacio del dany cel-lular independent de caspases durant la malaltia del cor: TatD

Durant aquest any de beca, també hem comengat a treballar amb aquesta altra part del projecte,
hem produit els shRNAi de TatD que utilitzarem per a suprimir-lo en les cel-lules d’estudi, hem produit
virus amb aquest constructe per a infectar les cél-lules i els hem testat en algunes linies cel-lulars. Tot i
que de moment no hem obtingut cap resultat clar i contundent, sembla molt prometedor i

mereixedor de tirar-ho endavant.

DISCUSSIO

Durant aquest any hem pogut preparar i optimitzar practicament tot el material i procediments per a
tirar endavant amb el projecte. Sobre el tema de les caspases, estem a prop de disposar dels ratolins
amb el DKO de caspasa 3 i 7, per a iniciar I'estudi proteomic i transcriptomic, i de la part in vitro,
després de testar els diferents protocols hem trobat el que ens proporciona millor eficieéncia
d’obtencio de iPS per a poder tirar endavant, també i en paral-lel, amb la part in vitro.

Pel que fa al tema de TatD també ja disposem de les eines per a iniciar I'estudi in vitro; de la part in
vivo, la soca KO que tenim en creacié en col-laboracié amb el grup d’Australia, ja esta practicament

acabada i aviat en podrem disposar per a iniciar els estudis pertinents.
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