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Portada: Como 1magen de fondo, los
exquisitos dibujos de la mano maestra de
Leonardo da Vina del corazén de un buey
(Royal  Library, Windsor 1907 4.
Mechanism of the ventricles of the heart.
The Royal Collection, Her Majesty Queen
Llizabeth 1)
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Abreviaturas

aa: aminodcido

ACTC1: actin, alpha, cardiac muscle 1

AD: auricula derecha

ADAMTS3: ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 3
ADN: dcido desoxirribonucleico

ADNc: ADN complementario

ADNp: ADN plasmidico

Al: auricula izquierda

AMP: ampicilina

ANKRD1: ankyrin repeat domain 1 protein

ANP: atrial natriuretic peptide

APOBCS3F: apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like3F
ARN: dcido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

ATF-4: activating transcription factor 4

ATP: adenosine triphosphate

ATPase: adenosine triphosphatase

ATP5C1: ATP synthase, H+fransporting, mitochondrial F1 complex, gamma
polypeptidel

Atp2a2: Ca2+-ATPase

a-actin: alpha-actin

a-actinin: alpha-actinin

a-MHC: alpha-myosin heavy chain

BLAST: basic local alignment search tool

BNP: brain natriuretic peptide

BSA: bovine serum albumin

b-MHC: beta-myosin heavy chain

CAM: cloranfenicol

CARP: cardiac ankyrin repeat protein

CBP: calmodulin binding peptide

CEP290: centrosomal protein 290 kDa

CMD: cardiomiopatia dilatada

CMV: citomegalovirus

Colla2: procollagen, type |, a2

COS-7: CV-1 (simian) in Origin and carrying the SV40 genetic material-7
CTSH: cathepsin H

Cx40: connexin 40

DDRT-PCR: differential display RT-PCR
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D: skipping

D-MEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNasa: desoxirribonucleasa

dNTPs: deoxyribonucleotide triphosphates

Dox: Doxorubicin

DTT: dithiothreitol

ECACC: European Collection of Cell Cultures

EDTA: ethylene diamine tetraacetic acid

EEC: European Economic Community

EGTA: ethylene glycol tetraacetic acid

EST: expressed sequence tag

FCD: fallo cardiaco diastdlico

FHF: first heart field

FITC: fluorescein isothiocyanate

Fn-1: fibronectin-1

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

Gatm: glycine amidinotransferase (L-arginine)

HAND1: heart and neural crest derivatives expressed protein 1, fambién conocida
como eHAND (extraembrionic tissues, heart, autonomic nervous system and neural
crest derivatives expressed protein 1)

HAND2: heart and neural crest derivatives expressed protein 2, también conocida
como dHAND (deciduum, heart, autonomic nervous system and neural crest
derivatives expressed protein 2)

His: histidina

HPLC: high performance liquid chromatography

HRP: horseradish peroxidase

IC: insuficiencia cardiaca

ICC: insuficiencia cardiaca croénica

IgG: inmunoglobulina G

INHBA: inhibin, beta A

IPTG: isopropyl-b-D-1-thiogalactopyranoside

Islet1: insulin gene enhancer protein ISL-1

IVTT: in vitro franscription/translation

JMJIDI1C: jumonji domain containing 1C

Kenk3: K+channel, subfamily K, member 3

LAMP: lysosome-associated membrane proteins

LB: Luria Bertani

Lgals3: lectin, galactose binding, soluble 3

MAP3K7IP2: mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 2
MCK: muscle creatine kinase
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MLCTA: myosin light chain 1 atrial isoform

MLC2A: myosin light chain 2 atrial isoform

MLC1V: myosin light chain 1 ventricular isoform

MLC2V: myosin light chain 2 ventricular isoform

MLC3F: myosin light chain 3F isoform

Mmp24: matrix metalloproteinase 24

MSTN: myostatin

Myocd: myocardin

NCBI: National Center for Biotechnology Information
NDé: mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 6
NMD: nonsense-mediated mRNA decay

NPPA: natriuretic peptide precursor A

NPPB: natriuretic peptide precursor B

PAAG: polyacrylomide gel

PBS: phosphate buffered saline

PCR: polymerase chain reaction

PDE3A: phosphodiesterase 3A, cGMP-inhibited

PHB2: prohibitin 2

Ptgds: prostaglandin D2 synthase (21 kDa)

PTPLADI1: protein tyrosine phosphatase-like A domain containing 1
PVDF: polivinilidenofluoruro

gPCR: PCR cuantitativa o PCR en tiempo real

3’- RACE PCR: rapid amplification of 3' cDNA end by PCR
RFU: unidades de fluorescencia relativas

RNasa: ribonucleasa

Rpl19: ribosomal protein L19

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction
SBF: suero bovino fetal

SBL 2X: Sample Buffer Laemmli 2X

SDS: sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
SERPINBY: serpin peptidase inhibitor, clade B (ovoalbumina), member 9
SHF: second heart field

SLC41AT1: solute carrier family 41, member 1

SLC8AT1: solute carrier family 8

SOC: super optimal broth with catabolite repression
SPTBN1: spectrin, beta, non-erythrocytic 1

SRF: serum response factor

TAE: Tris-acetate-EDTA

TBE: Tris-borate-EDTA
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TBS: tris buffered saline

Tox5: T-box transcription factor

TGF-b1: transforming growth factor-b1

Tm: femperatura melting

TNMD: tenomodulin

TNNT2: troponin T type 2

TPM2: tropomyosin 2

TTN: titin

TX-100: Triton X-100

Ué: small nuclear RNA

Ubc: ubiquitin B

3’- UTR: three prime untranslated region

VD: ventriculo derecho

VI: ventriculo izquierdo

WB: Western blot

Wnt: Derivado de la combinacion del nombre del gen “wingless”, identificado en
Drosophila, y de su homologo “int-1", identificado en ratones
X-gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside
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l. Infroduccidn

1. Preambulo al andlisis de la regionalizacion izquierda/derecha del miocardio
ventricular a nivel molecular

El corazén es una bomba contrdctil regulada por estimulos biomecdnicos y
neurohumorales y encargada de mantener un flujo sanguineo segun las deman-
das del organismo. Los cardiomiocitos y sus sarcomeros son las unidades bdsicas
responsables del proceso de contraccion miocdrdica. Dado que los cardiomiocitos
no proliferan después del nacimiento, estas células experimentan hipertrofia, au-
mentando la capacidad del corazdn para responder adecuadamente a distin-
tos tipos de estrés.

Esta recopilacion bibliogrdfica tiene como pretension principal demostrar
que la respuesta molecular diferencial (izquierda/derecha) del miocardio
ventricular depende no sélo del tipo de estrés biomecdnico (sobrecarga de pre-
sion o de volumen) sino también podria estar condicionada por propiedades in-
trinsecas de cada ventriculo. La presentacion y discusion de los datos bibliografi-
cos se dividen en tres apartados principales, con cierta redundancia entre si: la
caracterizacion estructural de distintos tipos de remodelado hipertrofico del
miocardio ventricular en condiciones fisioldgicas y patolégicas, las manifestacio-
nes moleculares del eje izquierdo-derecho del miocardio ventricular primordial
en el desarrollo embrionario temprano, y la regionalizacién izquierda/derecha de
la expresion génica en el miocardio ventricular fetal, neonatal y adulto.

La mayor parte de esta revision se enfoca en los distintos pafrones de ex-
presion entre dos cdmaras ventriculares que se observan en distintas situaciones
fisiologicas a lo largo del desarrollo embrionario/fetal y durante la maduracion
funcional postnatal del corazdn de mamiferos. Sin embargo, ciertos aspectos de
la expresion génica cardiaca se discuten, donde es posible, en relacion con as-
pectos bdsicos de la formacion estructural y funcionamiento de las cdmaras
ventriculares izquierda/derecha en distintas situaciones fisiopatologicas.

2. Laremodelacion hipertréfica del miocardio ventricular postnatal es inicialmen-
te una respuesta adaptativa del corazén ante diferentes tipos de carga
hemodindmica

El corazdn de mamiferos, incluyendo humanos, estd dividido en cuatro
cavidades (cadmaras), las dos superiores o auriculas, y las dos inferiores o ventriculos.
Las cadmaras derechas e izquierdas estan separadas por un tabique (septum)
auriculo-ventricular, y las auriculas y ventriculos se comunican a través de valvu-
las auriculo-ventriculares, las denominadas tricUspide, en el lado derecho, vy
bicUspide (mitral), en el lado izquierdo. Cada ventriculo recibe sangre de la
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auricula del mismo lado del corazdn. Los ventriculos son las cdmaras del corazéon
cuya funcion es suministrar la sangre para la circulacion sistémica, en el caso del
ventriculo izquierdo (VI), y para la circulacion pulmonar, en el caso del ventriculo
derecho (VD). Cada una de las cadmaras ventriculares estd especializada para
responder diferencialmente a las condiciones hemodindmicas tanto durante el
desarrollo fetal como en la vida adulta. Consecuentemente, en el corazén adul-
to el VIy VD estd compuesto por poblaciones celulares con caracteristicas espe-
cificas estructurales, moleculares, contractiles, metabdlicas, electro-fisioldgicas y
funcionales (Katz, 2001; Walker, Buttrick, 2009). También, existen evidencias expe-
rimentales de que, en el corazén adulto, la respuesta del VIy VD al estrés similar y
el remodelado ventricular podria ser diferente (Zungu et al., 2008).

El corazdn es el primer érgano en funcionar en el embriony empieza a latir
cuando todavia tiene forma tubular (el dia 21-23 de embarazo en humanos o el
dia 9 postcoital en ratones) lo que indica que las células precursoras miocdardicas
ya contienen miofibrillas contrdctiles. Sin embargo, la diferenciacion terminal y
maduracion funcional de los cardiomiocitos se prolonga al periodo postnatal hasta
la adolescencia. Estos procesos se reflejan en los cambios caracteristicos de la
forma de los cardiomiocitos. Los cardiomiocitos embrionarios son células
poligonales con pocas miofibrillas y con contactos “célula-célula” a lo largo de
todo su perimetro. La elongacioén de los cardiomiocitos y el alineamiento progre-
sivo de sus miofibrillas ocurren durante el periodo fetal tardio o incluso durante el
periodo neonatal temprano. A medida que el desarrollo postnatal avanza, los
cardiomiocitos empiezan a hipertrofiarse cambiando su forma en dependencia
del tipo de carga hemodindmica (de presion o de volumen).

El proceso hipertrofico se caracteriza por cambios en la expresidon génica,
estructura celular e intersticial que producen las alteraciones caracteristicas en la
geometria y funcién de los ventriculos, colectivamente llamados remodelacion o
remodelado ventricular. Generalmente, y desde un punto de vista clinico, se aplica
el término remodelado a las modificaciones estructurales de los ventriculos bajo
condiciones patologicas. En el presente trabajo, y desde el punto de vista de la
biologia del desarrollo, utilizamos este término tanto en situaciones fisiologicas
como patoldgicas. Teniendo en cuenta una perspectiva simplista, se pueden dis-
tinguir dos tipos principales de hipertrofia del miocardio ventricular postnatal: la
concéntricay la excéntrica. En el VI postnatal, una sobrecarga fisioldgica de pre-
sion provoca, dentro de los cardiomiocitos, un aumento en el nUmero de
sarcomeros “en paralelo”, aumentando el grosor fransversal celular, y proporcio-
nalmente, el grosor de la pared del VI sin incremento asociado del diametro de
su cavidad (es decir, el remodelado hipertréfico concéntrico). Por el conftrario, en
el VD postnatal una sobrecarga fisioldgica de volumen resulta en un aumento
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longitudinal (“en serie”) de los sarcdmeros de los miocitos, provocando un creci-
miento alongado de la pared del VD (es decir, el remodelado hipertréfico excén-
trico) (revisado en: Carreno et al., 2006; Heineke, Molkentin, 2006; Mihl et al., 2008).

Generalmente visto, la respuesta hipertréfica es un importante mecanismo
adaptativo que resulta en un mayor nUmero de elementos contractiles del
cardiomiocito, menor estrés de la pared ventricular (aumento del grosor de la
pared en la hipertrofia concéntrica), y mayor proporcion volumen-latido (incre-
mento del volumen diastdlico en la hipertrofia excéntrica). Por eso, la hipertrofia
constituye uno de los mecanismos compensatorios fisioldgicos que permiten al
miocardio ventricular sobrellevar la carga hemodindmica no solo a lo largo del
proceso de maduracion cardiaca postnatal sino también durante la vida adulta.
Asi, por ejemplo, la hipertrofia fisioldgica secundaria al aumento de la carga de
presion (ejercicio fisico o embarazo) resulta en el remodelado concéntrico del VI
(Fig. 1). Es interesante destacar que algunos tipos de ejercicio fisico, que provo-
canun aumento enla carga de volumen, resultan en el desarrollo del remodelado
excéntrico del VI (Mihl et al, 2008). Es decir, tanto el remodelado hipertrofico
concéntrico como excéntrico representa uno de los principales mecanismos por
los que los ventriculos compensan la sobrecarga de frabajo con preservacion de
sus funciones sistolica y diastdlica.

La respuesta hipertréfica del miocardio (fanto concéntrica como excéntri-
ca) puede ser desencadenada no solo por factores fisioldgicos asociados con el
crecimiento postnatal normal, actividad fisica o embarazo sino también por me-
canismos patoldgicos de sobrecarga de presion y/o volumen secundarios a la
hipertension arterial, cardiomiopatias y/o infarto de miocardio. Una sobrecarga
anormalmente alta o crénica resultaria, a pesar del desarrollo inicial de la hiper-
trofia ventricular compensatoria, en un progresivo remodelado patolégico y una
disfuncion contrdctil del miocardio produciéndose la insuficiencia cardiaca (Fig.
1). En caso del estrés patogénico sistdlico (derivado de un sobre-aumento de la
presion sistémical), el desarrollo de la hipertrofia concéntrica se acompana no
solo por el consiguiente aumento del grosor de los cardiomiocitos sino fambién
por un incremento desproporcionado de los fibroblastos y de la matriz intersticial
en el miocardio, lo que es un dato distintivo de la hipertrofia concéntrica patolé-
gica. Este tipo de hipertrofia es el que se observa, con frecuencia, en pacientes
con estenosis adrtfica o con hipertension arterial. En el caso de la hipertrofia ex-
céntrica, como consecuencia de una sobrecarga patogénica de volumen, el
aumento de la tension de la pared ventricular en didstole resultaria en un
alargamiento de los cardiomiocitos con un aumento de la cavidad de la
cdmara ventricular. Este tipo de hipertrofia se observa fundamentalmente en fa-
ses avanzadas de la cardiomiopatia dilatada y en las insuficiencias valvulares
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cardiacas.

Corazén normal |

VD

Hipertrofia excéntrica Hipertrofia

concéntrica

Ejercicio fisico
Embarazo

Infarto de miocardio
CMD

Hipertension créonica
Estenosis adrtica

I

-—

Hipertrofia
excéntrica

Hipertrofia
concéntrica

Dilatacién cardiaca Hipertrofia patolégica Hipertrofia fisiolégica
Fibrosis extensa Fibrosis No fibrosis
Apoptosis/necrosis Posible disfuncién cardiaca Funcién cardiaca preservada

Disfuncion cardiaca severa

Figura 1. Tipos de hipertrofia ventricular fisiolégica y patolégica (Heineke, Molkentin, 2006; modi-
ficado). Las definiciones "hipertrofia concéntrica/excéntrica” son meramente descriptivas y se
basan en diferencias en los perfiles morfoldgicos de los ventriculos: la hipertrofia concéntrica se
caracteriza por un aumento del espesor de la pared y de la masa miocdrdica sin modificaciones
del volumen de la cdmara ventricular, mientras que la hipertrofia excéntrica resulta en el au-
mento de la masa miocdrdica con un incremento del volumen de la cdmara ventricular. Tanto
la sobrecarga de presion como la de volumen producen alteraciones en la geometria y el gro-
sor de ambos ventriculos. Asi, cuando la causa inicial de la hipertrofia es una sobrecarga de
presion, la tension sistdlica de la pared del ventriculo aumenta bruscamente, lo que provoca la
hipertrofia concéntrica de los cardiomiocitos. Cuando la causa primaria de la hipertrofia es una
sobrecarga de volumen, aumenta la tensidon diastélica del ventriculo, lo que provoca alarga-
miento de los cardiomiocitos y dilatacién ventricular. Desde el punto de vista clinico, se distin-
guen dos tipos de remodelado concéntrico/excéntrico: (1) normal fisiolégico (crecimiento y ma-
duracién del corazdon durante el periodo postnatal, ejercicio fisico o embarazo) y (2) patoldgico.
Las flechas confinuas indican asociaciones enfre los estadios del remodelado; las flechas
discontinuas indican una posible reversidn del proceso. CMD — cardiomiopatia dilatada; VI —
ventriculo izquierdo; VD - ventriculo derecho.

Concluyendo, el remodelado hipertréfico no solo es critico para el desarro-
llo y la funcion del corazén postnatal sino que estd implicado en la patogénesis
de varias condiciones patolodgicas del sistema cardiovascular. En este sentido, es
interesante resaltar que el desarrollo de |la hipertrofia ventricular adaptativa o mal
adaptativa podria representar una respuesta generalizada del miocardio
ventricular a distintos estimulos biomecdnicos, y que la hipertrofia per se no pro-
voca el desarrollo del fenotipo patoldgico (Perrino et al., 2006). De hecho, el and-
lisis franscripcional comparativo de la hipertrofia concéntrica provocada por el
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ejercicio fisico (hipertrofia adaptativa) versus la hipertrofia concéntrica provoca-
da por la estenosis adrtica (hipertrofia mal adaptativa) ha revelado un nimero
de genes cuya expresion se altera de un modo similar en ambas situaciones ex-
perimentales. Los genes con patrones similares de la expresion en ambos mode-
los de la hipertrofia concéntrica son los de las rutas de la fraduccién de senales,
contraccion miocdrdica y remodelacion del citoesqueleto de miocitos (Sheehy
et al., 2009).

Las rutas moleculares mediante las cuales el miocardio ventricular interpre-
ta diferentes tipos de sobrecarga (de presion o de volumen) para desarrollar res-
pectivamente fenotipos distintos y divergentes del remodelado hipertréfico (con-
céntrico o excéntrico) siguen siendo poco caracterizadas (Lemmens et al., 2007).
Dado que en el periodo postnatal el VI estd preferentemente expuesto a la car-
ga de presion sistémica mientras que el VD a la carga de volumen, el estudio de
la expresion génica comparativa entre los dos ventriculos, en distintas fases del
desarrollo postnatal, podria servir, en nuestra opinidén, para caracterizar las dife-
rentes configuraciones moleculares del remodelado hipertrofico del miocardio
ventricular. Esta sugerencia se refuerza por las evidencias recientes de que en
mamiferos la determinacion y especificacion molecular del eje izquierdo-dere-
cho del miocardio ventricular se establece antes del nacimiento, en los estadios
tempranos del desarrollo embrionario.

3. La especificacion molecular del eje izquierdo/derecho en el miocardio
ventricular es un evento temprano en el desarrollo embrionario

Los resultados de numerosos estudios de biologia del desarrollo de la Ultima
década indican que distintas poblaciones de células precursoras contribuyen a
la formacién y especializacidon del VI versus VD, estos procesos estdn acompana-
dos por distintos patrones de expresion génica (revisado en: Moorman, Christoffels,
2003; De Castro et al., 2003; Olson, 2004; Buckingham ef al., 2006; Dunwoodie,
2007; Pérez-Pomares et al., 2009; Munoz-Chapuli, Pérez-Pomares, 2010).

Esta recopilacion bibliografica recoge los datos de patrones de expresion
de genes en el miocardio embrionario de mamiferos (los aspectos comparativos
del tema se detallan en: Franco et al., 2002; Christoffels et al., 2004; Pérez-Poma-
res et al., 2009). Dado que, denfro de los mamiferos, los mecanismos celulares y
moleculares del desarrollo del corazdén se han precisado con el uso de ratones,
comentamos brevemente las fases principales de la morfogénesis cardiaca ha-
ciendo referencia a este animal modelo (Fig. 2). En las primeras fases del desarro-
llo embrionario, dos regiones simétricas del mesodermo demuestran una
predeterminaciéon pro-miocdrdica, expresando una serie de factores de trans-
cripcion relevantes a la programacion de la diferenciacion miocdrdica. En el
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Figura 2. Desarrollo cardiaco temprano de mamiferos (citado por: Dunwoodie, 2007; modifica-
do). | - primordio cardiaco, Il = seccién del primordio. avc- canal auriculoventricular; avs- tabi-
que auriculoventricular; ca- auricula comun; cc- cresta cardiaca; co- celoma; dm- mesocardio
dorsal; dp- pericardio dorsal; e- endocardio; fe- endodermo del intestino anterior; fg- infestino
anterior; hm- mesodermo de la cabeza; ht- tubo cardiaco; ias- tabique interauricular; ivs- tabi-
que interventricular; la- auricula izquierda; Iv- ventriculo izquierdo; m- miocardio; ne- epitelio
neural; oft- tfracto de salida; ra- auricula derecha; rv- ventriculo derecho; som- mesodermo so-
mdatico; spm- mesodermo espldcnico; tr- trabéculas.

estadio E7.75 del desarrollo, estas dos regiones pro-miocdrdicas se fusionan en la
linea media del embridén y dan lugar a la cresta cardiaca. Mds tarde (estadio
E8.25), las células de la cresta cardiaca forman el tubo cardiaco linear (Fig. 2B)
que se separa del mesodermo dorsal, se prolonga dentro de la cavidad pericardial
y sufre un movimiento en espiral hacia la derecha formando el asa cardiaca (Fig.
2C). Luego el asa cardiaca se inflexiona y comienza a tabicarse para formar las
cavidades del corazén (Fig. 2D). Es a partir de estos estadios cuando las regiones
ventriculares y auriculares empiezan a vislumbrase a nivel morfoldgico estructu-
ral.

En mamiferos, se reconocen actualmente al menos dos zonas primordiales
gue contribuyen al desarrollo del corazén: el primer campo cardiaco o FHF (first
heart field) y el segundo campo cardiaco o SHF (second heart field). Los
cardiomiocitos, que forman el miocardio ventricular izquierdo y derecho, deri-
van, en su mayoria, de las células precursoras de distinfos campos cardiacos pri-
marios. En ratones, y de un modo general, estd aceptado que las células del FHF
contribuyen principalmente al futuro VI mientras que los precursores del SHF con-
tribuyen mayormente al VD (revisado en: Dunwoodie, 2007). Aunque esta
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generalizacién es relativamente reciente, existen ya ciertas contradicciones so-
bre el grado de la contribucién del FHF y SHF a la poblacién celular del VIy del
VD, respectivamente (véase la discusion detallada en: Buckingham et al., 2005;
Munoz-Chdapuli, Pérez-Pomares, 2010). Sin embargo, la identificacion y el andlisis
de la expresion de los factores de transcripcion relacionados con la diferencia-
cion de las células progenitoras del FHF y SHF, en combinacién con los modelos
knock-out en los que se deleciona un gen correspondiente, sugieren que la ma-
yoria de las células que participan en la formacion del VI y el VD provienen del
FHF y SHF, respectivamente.

En ratones, el factor de transcripcion Thx5 se expresa especificamente en
el FHF y la pérdida del gen Tbx5 resulta en una severa hipoplasia del VI mientras
que el desarrollo del VD no se afecta (Bruneau et al., 2001). El gen Islet] se expre-
sa en el SHF. El andlisis del linaje celular ha revelado que los progenitores del SHF,
que expresan Islet, contribuyen con la mayoria de los miocitos del VD y solo con
unas células del VI (Cai et al., 2003). En la misma direccion, la inactivacion del
gen Isll en ratones afecta severamente a la formacion del VD resultando en el
desarrollo de un solo ventriculo que manifiesta la expresion génica caracteristica
para el VI (Moretti et al., 2007).

Los factores de transcripcion de la familia basic helix-loop-helix, HAND1/
eHAND y HAND2/dHAND, también se expresan muy temprano en el corazéon
embrionario. En ratones, el gen Hand1/eHand se expresa en los progenitores del
FHF de la cresta cardiaca (estadio E7.75; Cserjesiet al., 1995). El andlisis quimérico
supone que el genHand1/eHand determina el desarrollo del VI (Riley et al., 2000).
De todos modos, la eliminacion del gen Handl/eHand resulta en una hipoplasia
severa del VI (McFadden et al., 2005). Por el conftrario, el gen Hand2/dHand se
expresa en los progenitores del SHF de la cresta y del tubo cardiacos (estadios E8
- E?), con una prevalencia de su expresion en el futuro VD. La pérdida del gen
Hand2/dHand resulta en una hipoplasia severa del VD, y en el ventriculo singular
de estos embriones se expresa el gen Hand1/eHand (Srivastava et al., 1997).

Evidentemente, mds genes de los que han sido mencionados anteriormen-
te se encuentran involucrados en las redes moleculares combinatorias que de-
terminan la especificacion diferencial inicial de las cdmaras ventriculares (véase
Franco et al., 2002; Christoffels et al., 2004; Dunwoodie, 2007). Sin embargo, espe-
ramos que esta breve revisidon sea suficiente para resaltar un punto importante:
las primeras diferencias de la expresion génica entre el futuro miocardio sistémico
(V1) y pulmonar (VD) en el desarrollo cardiaco muy temprano, ilustradas, respec-
tivamente, por los genes Tbx5 y Hand1 (VI) e Islet] y Hand2 (VD).

Hay que subrayar que no solo los reguladores franscripcionales (como, por
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ejemplo, los HANDs) sino también algunos marcadores miocardio-asociados se
expresan diferencialmente en el ventriculo primordial comun (véase Fig. 2) de
embriones tempranos. Asi, en ratones, la expresion del gen de atrial natriuretic
peptide (ANP; una hormona cardiaca) se detecta, por primera vez, en la parte
ventral del asa cardiaca de la cual se forma, mdas tarde, el miocardio trabecular
del futuro VI (Christoffels et al., 2000). En ratas, el gen de connexin 40 (Cx40) de-
muestra una clara regionalizacion asimétrica temporal de su expresion
embrionaria, con una abundancia del transcripto y de la proteina en el futuro VI
(estadios E10.5 — E11.5; Delorme et al., 1997). De un modo similar, en embriones
tempranos de ratones (estadio E9) una proteina de la matriz extracelular, flectin
(miembro de la clase Il de las miosinas no musculares), se expresa predominante-
mente en la parte exterior izquierda del ventriculo comun (Tsuda et al., 1998).

Asi pues, antes de que las cdmaras ventriculares empiecen a vislumbrase a
nivel estructural, los primordios ventriculares izquierdo/derecho, constituidos por
células progenitoras de distinfos campos cardiacos, demuestran patrones
asimétricos de la expresion génica. A continuacion se exponen las evidencias
experimentales de una regionalizacion izquierda-derecha de la expresion génica
en las cadmaras ventriculares en los estadios mds avanzados del desarrollo em-
brionario/fetal y durante el periodo postnatal/adulto.

4. La regionalizacién izquierda/derecha de la expresion génica en el miocardio
ventricular fetal, neonatal y adulto

Nuestro andlisis de los datos relevantes a las diferencias izquierda-derecha
en la expresion génica en el miocardio ventricular se expone teniendo en cuenta
los periodos principales (fetal, neonatal, postnatal) de la formacién/maduraciéon
de los ventriculos que, en su lugar, estdn condicionados por los distintos tipos de
circulacion. Consecuentemente, no se precisa la dindmica temporal individual
de la expresidon de un gen concreto a lo largo del desarrollo/maduraciéon del
corazoén.

4.1. Desarrollo fetal

En este apartado se detallan los datos sobre las diferencias transcripcionales
del eje izquierdo/derecho en el miocardio ventricular fetal durante y después de
la formacion del tabique (septum) interventricular que divide la cavidad ventricular
comun en dos camaras (izquierda y derecha). La formacion del tabique se acom-
pana por el desarrollo del miocardio frabecular en ambos ventriculos y por el
establecimiento de la circulacion fetal. Enla circulacion fetal, la funcion propulsora
del VD es mayor en comparacion con el VI, sin embargo, los dos ventriculos son
de tamano y espesor de la pared casi iguales.
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Uno de los ejemplos mds llamativos de la expresion génica asimétrica en el
miocardio ventricular es el del gen de ANP cuya expresion en fetos tempranos de
ratones (estadio E11.5y E14) es mds alta en el VIen comparacion con el VD (Zeller
et al., 1987; Houweling et al., 2005). El mismo patrén de expresion se detecta tam-
bién en neonatos de un dia después del nacimiento, a pesar de la disminucidn
de la expresion del gen en ambos ventriculos (Zeller et al., 1987).

La expresion asimétrica izquierda-derecha de los genes de miosinas
sarcoméricas (alpha-myosin heavy chain —a-MHC; myosin light chain TA—=MLC1A;
myosin light chain 2A - MLC2A) se caracteriza por otra dindmica temporal duran-
te el desarrollo embrionario/fetal (Zammit et al., 2000). En el corazdn embrionario
en el estadio E10.5 (véase Fig. 2), la expresion de estos genes (restringida al futuro
miocardio ventricular) es similar en ambos primordios ventriculares. Mds tarde (es-
tadio E12.5), sin embargo, se detecta una clara asimetria en la distribucion de los
transcriptos correspondientes con una abundancia significativa en el VD en com-
paracion con el VI. Se observan patrones similares de expresion asimétrica (VD
versus V) de estos genes en los estadios mas tardios del desarrollo fetal (estadios
E14.5 - E16.5) pero no en neonatos, en los cuales la expresion de estos genes es
similar en ambos ventriculos. El andilisis de la expresion de los genes que codifican
ofros tipos de proteinas sarcoméricas (tales como a-MHC, MLC 1V, MLC2V, a-actin)
no ha revelado diferencias significativas entre el VI'y VD durante el desarrollo
fetal. Por el contrario, se ha detectado una expresion predominante del gen
Handl/eHandy del genHand2/dHand en el Vly el VD, respectivamente (Zammit
et al., 2000).

Entre ofros ejemplos del eje derecho-izquierdo fetal se destaca el gen de
muscle creatine kinase (MCK) que demuestra un patréon transitorio de la expre-
sion asimétrica “izquierda/derecha” (predominante en el VI) durante los estadios
tempranos; en fases mds avanzadas del desarrollo fetal el gen se expresa de un
modo uniforme en todas las cdmaras cardiacas (Lyons, 1991). Con una dindmica
temporal parecida, el gen de myosin light chain 3F (MLC3F) se expresa exclusiva-
mente en el VI en fetos de ratones, sin embargo este patron asimétrico de su
expresion no se detecta en el corazdn postnatal (Kelly et al., 1995).

En mamiferos, el crecimiento del corazdn fetal aumenta significativamente
durante el Ultimo tercio de la gestacion. A lo largo de este periodo, y paralela-
mente al aumento de la masa celular, en ambos ventriculos se aumenta el nU-
mero de cardiomiocitos bi- y multi-nucleares incapaces de replicarse (Huttenbach
etal., 2001; Burrellet al., 2003; Jonkeret al., 2007). Al término de esta fase tardia de
gestacion, el nUmero de cardiomiocitos finalmente diferenciados es mds alto en
el VD en comparaciéon con el VI. Sin embargo, y como es posible deducir de los
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resultados publicados (Reini et al., 2009), en fetos tardios y neonatos de oveja la
expresion de los genes de la familia de insulin-like growth factors, que estimulan la
proliferacion de los cardiomiocitos, es similar en ambos ventriculos.

De forma resumida, los datos permiten concluir que en mamiferos: (1) la
formacion de las cdmaras ventriculares fetales se asocia con una expresion génica
diferencial y predominante en uno u otro ventriculo, (2) en la mayoria de los ca-
sos, esta expresion asimétrica se manifiesta en estadios tempranos del desarrollo
fetal, (3) a medida que el desarrollo fetal avanza, las diferencias tfranscripcionales
entre el VI y VD se nivelan y (4) algunos de los genes reguladores del eje izquier-
do-derecho (en concreto, Hand1/eHand y Hand2/dHand) retienen sus patrones
de expresion asimétrica en el miocardio ventricular a lo largo del periodo fetal.

4.2. Desarrollo neonatal

Después del nacimiento, la presion sistdlica en el VI y la resistencia vascular
sistémica aumentan drdsticamente mientras que la presidn sistdlica en el VD y la
resistencia pulmonar disminuyen (Guyton, Hall, 2006). Tanto la sobrecarga de pre-
sion del VI como la sobrecarga de volumen del VD induce el crecimiento de
ambos ventriculos que se realiza mediante la hipertrofia celular (neonatos de
cerdos y ratones) o después de la multiplicacion celular final seguida por la hiper-
trofia de los cardiomiocitos (neonatos de ratas; véase Morgan, Beinlich, 1997). Sin
embargo, el patrén de crecimiento hipertréfico durante el periodo neonatal tem-
prano es distinto en el VI en comparacion con el VD. Asi, por ejemplo, en cerdos
neonatales el VI aumenta rdpido el grosor de su pared libre mientras que el grosor
del VD disminuye (Fig. 3; Torrado et al., 2004).

En la bibliografia actual encontramos solo trabajos singulares dedicados al
estudio comparativo de la expresion génica entre el VI 'y el VD en mamiferos
durante el periodo neonatal temprano. En cerdos recién nacidos, el gen de ankyrin
repeat domain 1 protein (ANKRD1/CARP; un marcador de la hipertrofia ventricular
y del dano cardiaco; véase Mikhailov, Torrado, 2008) se expresa a niveles de 10-
15 veces mas altos en el VI en comparacion con el VD mientras que la expresion
de los genes involucrados en la especificacion ventricular molecular izquierda/
derecha (Handl/eHand, Hand2/dHand) es similar en ambos ventriculos. Del mis-
mo modo, no se han detectado diferencias izquierda/derecha en los niveles de
las proteinas sarcoméricas (a-MHC, a-actin, a-actinin, MLC1V, MLC2V, troponin,
desmin) en los ventriculos de estos animales (Torrado et al., 2004).

La expresion asimétrica de ANKRD1 en el miocardio ventricular de cerdos
recién nacidos no es el Unico ejemplo de las diferencias moleculares/biogquimicas
entre el VI y VD: la actividad de los enzimas, creatine kinase e hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase, es mas alta en el VI que en el VD de estos neonatos (Quaglieta
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Figura 3. Dindmica del grosor de la pared libre del ventriculo izquierdo y del ventriculo derecho
en cerdos neonatales (Torrado et al., 2004; modificado). GPV — grosor de la pared del ventriculo;
RN —recién nacidos; ventriculo izquierdo — gris; ventriculo derecho — negro.

et al., 2008).

En cerdos, la prevalencia de la expresion de ankrdl en el VI frente al VD se
observa a lo largo del periodo neonatal (Torrado et al., 2004, 2005, 2006). En rato-
nes de un dia de la vida postnatal, la expresion del gen de ANP es predominante
en el VI (Zelleret al., 1987). Durante el desarrollo neonatal, la expresion del gen de
ANP disminuye en ambos ventriculos y en ratones neonatales de 12 semanas de
vida las diferencias en la expresion del gen en el VI frente al VD no se detectan
(Vikstrom ef al., 1998).

Como se deduce de los datos discutidos anteriormente, el remodelado
hipertréfico del miocardio ventricular durante el desarrollo neonatal temprano se
asocia con una prevalencia de la expresion de algunos marcadores de la hiper-
trofia ventricular (ANKRD1, ANP) en el miocardio sistémico (VI) frente al pulmonar
(VD). Por otra parte, no se debe olvidar una cierta deficiencia de la informacion
sobre el tema que se pone de manifiesto y la necesidad del andlisis de las dife-
rencias transcripcionales entre el VIy el VD de neonatos a gran escala.

4.3. Desarrollo postnatal/estado adulto

La comparacion directa de los perfiles de expresion génica en el VI versus
VD de ratones postnatales (8 semanas de edad), mediante la técnica de
microarray (microarrays de 25000 genes/ESTs de ratones), ha revelado diferen-
cias en los niveles de expresion de genes pertenecientes a diversas familias. La
mayor parte de estos genes se expresa a niveles mds altos en el VD frente al VI
(Tabibiazar et al., 2003). Hay que subrayar que solo un pequeno grupo de estos
demostraron diferencias en cuanto a la expresidon de 2-3 veces entre ambos
ventriculos (Tabla 1). En ratones adultos, los muUsculos papilares del VD contienen
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mayoritariomente la isoforma a-MHC y minoritariamente la isoforma B-MHC en
comparacién con los musculos papilares del VI (Brooks et al., 1987).

El estudio transcripcional a gran escala del corazén de ratas adultas
(microarrays de 13834 de los ADNc de roedores) reveld que el 92.5% de los genes
se expresa de un modo similar en ambos ventriculos. Dentro del grupo restante, la
expresion del 5.8% de los genes es predominante en el VD, mientras que el 1.7%
de los genes se caracteriza por una expresion relativamente elevada en el VI
(Chugh ef al., 2003). Los genes con diferencias significativas en sus niveles de
expresion entre los dos ventriculos de ratas adultas se indican en la Tabla 1.
Adicionalmente, en ratas de 6 semanas de la vida postnatal la expresion del gen
codificante de la subunidad Il de cytochrome c oxidase es mds elevada en el VI
en comparacion con el VD (Zungu et al., 2008).

La comparacion de los datos presentados en la Tabla 1 supone que las
diferencias transcripcionales izquierda/derecha detectadas en el miocardio
ventricular postnatal podrian ser especie-especificas, incluso dentro de los roe-
dores. Ofros resultados estan en la linea de esta sugerencia. Asi, en ratones adul-
toslos niveles de expresion del gen ANP son similares en ambos ventriculos (Vikstrom
et al., 1998). Sin embargo, en ratas, el tfranscripto del gen ANP es, aproximada-
mente, 5 veces mds abundante en el VI en comparacion con el VD (Boluyt et al.,
1994).

Tabla 1. Expresion génica diferencial en el VI/VD del corazén postnatal/adulto de mamiferos

Corazdn  Gen codificante de Simbolo Método de Prevalencia  Referencia
de deteccion enVI/VND
(veces)
Ratén*  Ubiquitin B Uoc Microamay VI (1,98) Tabibiozor et al., 2003*
Prostaglandin D2 synthase (21 kDa) Ptgds Microamray VI(2.1)
Lectin, galactose binding soluble 3 Lgals3 Microamray VD (3.9)
Fibronectin-1 Fr-1 Microamray VD (2.86)
Glycine amidinotransferase (L-arginine) Gatm Microamray VD (3.0)
Rata Ca?*-ATPase Alp202 Microamay VD (7.12) Chughetdl., 2003
Matrix metalloproteinase 24 Mmp24 Microamray VD (12.66)
Procollagen, type |, o2 Colla2 Microamay VD (2.54)
K* channel, subfamily K, member 3 Kenk3 Microamay VD (6.5)
Rata Atrial natriuretic peptide Nopa Northem blot VI (=5) Boluyt et al., 1994
Transforming growth factor-81 TGF-B1 Northem blot VI (=4)
Fibronectin-1 Fre1 Northemn blot VI (3-5)

* Se presentan los genes con diferencias en cuanto a la expresién de dos o mds veces entre el
VI/VD. VI- ventriculo izquierdo; VD- ventriculo derecho.
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En su conjunto, y de un modo general, los resultados presentados en este
apartado sugieren que en el miocardio ventricular postnatal: (1) un nUmero redu-
cido de genes manifiesta diferencias tfranscripcionales izquierda/derecha y que
(2) estas diferencias son cuantitativas y representan, en primer lugar, las
modulaciones en la expresion de los factores de proliferacion/diferenciacion
celular (transforming growth factor-a), proteinas de matriz extracelular
(filoronectinas, coldgenos), modificadores post-transcripcionales (ubiquitin), pro-
teinas de canales idnicos, y de algunos enzimas (metaloproteinasas).

5. Hipétesis y diseno experimental de investigacion

Nuestro andilisis de los antecedentes del tema demuestra que en mamife-
ros desde la etapa de iniciacion del desarrollo cardiaco hasta la formacion del
corazon adulto existen diferencias en cuanto a la expresion génica entre las dos
camaras ventriculares (VI/VD). En este contexto, se destacan dos observaciones
clave para la planificacion de este trabajo. La primera es que a medida que el
desarrollo fetal avanza, las diferencias tfranscripcionales entre los dos ventriculos,
con un tamano y espesor similares, se nivelan. La segunda es que en animales
recién nacidos si que se detectan las diferencias en la expresion de los marcado-
res de la hipertrofia ventricular (ANKRD1, ANP) entre los ventriculos antes de que
las diferencias de su remodelado hipertréfico se pongan de manifiesto a nivel
celular/estructural. En un principio, esta respuesta molecular diferencial del Viversus
VD de recién nacidos a diferentes tipos de sobrecarga hemodindmica supone
una cierta dicotomia izquierda/derecha en la configuracion molecular inicial del
miocardio ventricular previo al remodelado hipertrofico neonatal.

Esta posibilidad ha sido el punto de partida que llevd a la hipdtesis de que
el estudio transcripcional comparativo de la expresion génica en el VIen compa-
racion con el VD en mamiferos recién nacidos podria identificar los genes/facto-
res que estdn especificamente asociados (o intervienen directamente) con el
desarrollo de distintos patrones del remodelado hipertrofico durante el periodo
postnatal. Si nuestra hipdtesis es correcta, estos factores podrian también ser utili-
zados como indicadores moleculares del tipo y grado del remodelado hipertréfico
tanto en la salud como en la enfermedad cardiaca. En este Ultimo contexto, los
modelos de la insuficiencia cardiaca (IC) en mamiferos superiores juegan un pa-
pel primordial en la investigaciéon cardiovascular traslacional (Dixon et al., 2009).
Hemos desarrollado un nuevo modelo de la IC mediante la administracion del
antibidtico anti-tumoral cardiotdxico, Doxorubicin (Dox), a cerdos neonatales (To-
rrado et al., 2003, 2004, 2006). El andlisis morfométrico del corazdn en animales
control ha demostrado que el corazdn porcino neonatal representa un modelo
natural tanto del remodelado hipertréfico concéntrico como excéntrico (Torrado
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et al., 2004).

Asi, se ha propuesto como modelo para el presente estudio, el corazén de
cerdos recién nacidos. Como criterios adicionales para esta eleccidn se han teni-
do en cuenta los siguientes aspectos:

1.- El corazén porcino es muy parecido al humano en cuanto a su desarrollo fetal,
anatomia, tamano y funcion (Crick et al., 1998).

2.- Son animales ampliamente comercializados, con protocolos establecidos de
su reproduccion artificial, un aspecto importante para poder conseguir los ani-
males neonatales.

3.- El tamano del corazén de cerdos recién nacidos permite la diseccion y aisla-
miento de cada una de las cdmaras y en cantidades suficientes para su andlisis
posterior molecular, bioquimico y celular (Torrado et al., 2004, 2006).

El planteamiento estratégico-metodoldgico propuesto para la realizacion
del presente proyecto ha consistido, en primer lugar, en el andlisis masivo de la
expresion génica en el VI en comparacion con el VD en cerdos recién nacidos
mediante la técnica mRNA differential display. Por esta via esperamos identificar,
seleccionary caracterizar los genes cuya expresion esta asociada preferiblemente
con una u ofra cdmara ventricular antes de las manifestaciones del remodelado
hipertrofico a nivel celular/estructural. Este andlisis franscripcional comparativo
constituird el primer objetivo (muy importante) para el desarrollo del proyecto.

Esperamos que los resultados obtenidos de este andilisis permitan, a partir
de la confirmacion (mediante las tecnologias complementarias) de los cambios
diferenciales de expresion génica, identificar los factores conocidos con funcio-
nes especificas (especialmente los reguladores de la expresion génica y del cre-
cimiento celular), mientras que los transcriptos todavia no anotados serdn el blanco
para la experimentacion adicional constituyendo los correspondientes objetivos
adicionales. Es decir, pretendemos identificar, clonary caracterizar los transcriptos
todavia no catalogados cuya expresion demuestra las diferencias izquierda/de-
recha en el miocardio neonatal normal. Como una aportacion adicional, preten-
demos también evaluar los niveles de expresion de los genes asi caracterizados
en las muestras cardiacas obtenidas de cerdos con la IC provocada por Dox y en
las obtenidas tras el trasplante cardiaco en pacientes con cardiomiopatia dilata-
da.

Desde un punto de vista general, las contribuciones del presente proyecto
de investigacion estdn condicionadas por el papel potencialmente importante
que podrian jugar los genes que participen en la respuesta inicial diferencial de
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los cardiomiocitos a distintos insultos biomecdnicos (sobrecarga de presion o de
volumen). En consecuencia esperamos que la principal contribuciéon cientifica
del trabajo que planteamos sea la identificacién, por primera vez, de los genes-
respuesta correspondientes y su caracterizacidon molecular/funcional.
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ll. Objetivos
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Il. Marco tedrico conceptual y objetivos

El marco tedrico conceptual consiste en la proposicidon de que la respuesta
transcripcional del miocardio ventricular al estrés biomecdnico se determina no
solo por el fipo de sobrecarga hemodindmica (de presion o de volumen) sino
también por una configuracidon molecular diferente en las distintas cadmaras
ventriculares. Formalmente visto, esta proposicion estd sustentada en datos que
demuestran que en mamiferos, desde la etapa de iniciacion del desarrollo car-
diaco hasta la formacion del corazon adulto, existen diferencias en la expresion
génica entre los dos ventriculos, aunque el corazdn estd expuesto a distintas con-
diciones de la circulacion fetal versus postnatal.

En este tfrabajo, pretendemos poner a prueba esta sugerencia especulati-
va, tomando como punto de partida un modelo natural que es el corazdn de
neonatfos porcinos.

En este contexto, los dos objetivos principales de la tesis doctoral son los
siguientes:

1.- El andlisis franscripcional a gran escala, mediante la tecnologia mRNA
differential display, del VI en comparacion con el VD de cerdos recién nacidos
con el fin de identificar los genes cuya expresion estda preferiblemente asociada
con el VI o VD antes de las manifestaciones morfoldgicas del remodelado
hipertréfico concéntrico (V) y excéntrico (VD).

2.- Identificar y caracterizar los transcriptos todavia no anotados cuyos niveles
demuestran las diferencias izquierda/derecha significativas en el miocardio de
recién nacidos porcinos y evaluar los niveles de su expresion en el miocardio
ventricular en el modelo porcino y en pacientes con la insuficiencia cardiaca
severaq.
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Ill. Materiales y Métodos
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lll. Materiales y Métodos

1. Obtencion de muestras cardiacas porcinas

1.1. Animales, mantenimiento y experimentacién

Los animales han sido fratados de acuerdo con la directiva 86/609/EEC vy el
Decreto 296/2008 de la Comisidon Europea de proteccidon de los animales utiliza-
dos para experimentacion y otros fines cientificos, y todos los protocolos han sido
aprobados por el Comité Etico de Investigacion de Galicia. En el presente traba-
jo se han utilizado cerdos domésticos neonatales (Sus scrofa) de raza Large White.
Los animales recién nacidos, obtenidos de un distribuidor comercial, se han tras-
ladado a las instalaciones de la Unidad de Cirugia Experimental (UCE) del Com-
plejo Hospitalario Universitario de A Coruna (CHUAC) manteniéndolos posterior-
mente en una incubadora para cerdos neonatales (NUtinger System) provisto de
un sistema de alimentacion automatizada. Se han aislado y conservado mues-
tras de tejido cardiaco procedentes de cerdos neonatales de los siguientes tres
grupos (véase Tabla 2): 1) intactos de distinta edad (sin tratamiento experimen-
tal), 2) con insuficiencia cardiaca diastdlica (ICD) provocada por inyecciones
infravenosas del antibidtico antitumoral cardiotdxico Doxorubicin (Dox, Tedec-
Meiji Farmal), y 3) después de la transfeccidén génica intracardiaca con las

Tabla 2. Animales, procedimientos experimentales y obtenciéon de muestras

Experimentacién Edad de Edad del Mvuestra dela NUmero Referencia al protocolo
manipulacion, sacrificio, cdmara de
dias dias cardiaca animales
Sin experimentacién _ RN VI, VD, Al, AD 5 Torrado et al, 2004, 2006
Sin experimentacién _ 20 VI, VD, Al, AD 5 Torrado et al., 2004, 2006

Induccién de la ICD:
Doxorubicin en PBS 68 30 VI, VD, Al, AD 12 Torrado ef al, 2003, 2004
PBS 68 30 VI, VD, Al, AD 12

Transfeccién génica
infracardiaca con:

vector ANKRD1/CARP 6 8 Vi 8 Torrado et al., 2008, 2009
vector vacio 6 8 Vi 8

RN - recién nacidos; ICD - insuficiencia cardiaca diastélica inducida por inyecciones intfravenosas
del agente cardiotéxico Doxorubicin; PBS- solucion salinaisoténica; ANKRD1/CARP-ankyrin repeat
domain 1 protein/cardiac ankyrin repeat protein; Vector vacio- p3XFLAG-CMV-14 (Sigma); VI/VD-
ventriculo izquierdo/derecho; Al/AD- auricula izquierda/derecha.
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construcciones portadoras del gen porcino codificante de ankyrin repeat
domain 1 protein (ANKRD1/CARP) o con el vector vacio. La fransfeccion génica
infra-miocdrdica se ha ejecutado via transtordcica con microcatéteres
endoscopicos bajo control visual por fibra dptica en tiempo real, monitorizando
las funciones cardiacas (ritmo cardiaco, presion arterial, ECG) durante y después
de la tfransfeccion. El aislamiento y purificacion a gran escala del ADN plasmidico
a partir de cultivos bacterianos y destinado para las transfeccionesin vivo ha sido
realizado por el Dr. Mario Torrado utilizando columnas de infercambio aniénico
(Purelink HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit, Invitrogen). El ADN plasmidico eluido
de las columnas ha sido precipitado con isopropanol, resuspendido en agua libre
de endotoxinas (Sigma), cuantificado espectrofotométricamente y conservado
hasta -30°C hasta su utilizacion. En todo el procedimiento se ha empleado mate-
rial de pldstico estéril y apirogénico. Se ha inyectado al miocardio de cada ani-
mal 1.0 mg de ADN (volumen final 400-500 ul, equiliorados con 1/10 volumen de
PBS 10x, Invitfrogen) distribuidos en 4-5 inyecciones (100 ul cada una) en la pared
liore del ventriculo izquierdo (Torrado et al., 2009). La inducciéon de la ICD vy
transfeccion del corazén porcino in vivo se han realizado por el personal de la
UCE del CHUAC segun los protocolos establecidos previamente por nuestro equi-
po investigador (véase Tabla 2). A lo largo del periodo de observacion/manipula-
cion, el personal colaborador de la UCE del CHUAC ha monitorizado (una vez a
la semana) el estado de los animales experimentales segun los siguientes crite-
rios: 1) temperatura corporal, 2) peso del animal, y 3) analitica bioquimica/san-
guinea.

1.2. Aislamiento de tejidos cardiacos

El aislamiento de tejidos cardiacos, en todas las variantes de experimenta-
cion anteriormente mencionadas, se ha realizado segun el siguiente protocolo
estandar: (1) los cerdos neonatales se han anestesiado (Ketamina, 2-4 mg/kg); (2)
la cavidad tordcica se ha abierto y se ha determinado la presidon ventricular
sistolica/diastdlica utilizando un transductor de la presion (Dragerwerk UM3.1) co-
nectado a un dispositivo de captura de la senal (Dragerwerk AG); (3) se ha extrai-
do el corazdn entero, se ha colocado en una placa Petri sobre hielo, se ha pesa-
do y fotografiado mientras estaba latiendo; (4) el corazdn se ha seccionado
transversalmente al nivel medio de la longitud del ventriculo izquierdo (VI) y se
han tomado fotografias de la luz de las cdmaras ventriculares; (5) inmediatamen-
te después, se ha aislado la pared libre de cada ventriculo, disecciondndola en
9-10 fragmentos (aproximadamente de 1x1 cm). Las auriculas de cada corazdn
han sido diseccionadas en 3-4 fragmentos cada una; (6) las muestras asi obteni-
das se han congelado en nitrégeno liquido y almacenado hasta su uso a -80°C.
Los puntos del protocolo 1 y 2 han sido realizados en condiciones estériles por
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parte del personal colaborador de la UCE del CHUAC. El andlisis morfométrico
posterior ha consistido en la determinacién del grosor de la pared libre del VIy VD
utilizando imagenes digitales de las secciones transversales del corazén (Torrado

et al., 2004). Los detalles especificos del aislamiento de las muestras en depen-
dencia del tipo de procesamiento experimental se describen en los apartados
correspondientes de los resultados.

2. Obtencion de muestras cardiacas humanas

Las muestras del miocardio normal del VI se han obtenido de cinco Cco-
razones procedentes de donantes adultos y no trasplantados por razones técni-
cas. Las muestras del miocardio patoldgico se han obtenido del VI de cinco co-
razones explantados procedentes de pacientes (48-63 anos de edad) con la
cardiomiopatia dilatada avanzada tras la operacion del trasplante cardiaco
ortotépico. Adicionalmente, se han conservado muestras cardiacas obtenidas
post-operativamente de dos pacientes (2 y 12 meses de edad) con defectos
cardiacos intra-septales que entraron en parada irreversible en el proceso de la
anestesia general. Las muestras se han aislado en el quiréfano (por cirujanos del
CHUAC) conservandolas en la solucion RNAlatter (Ambion) y congeldndolas pos-
teriormente a -80°C. El protocolo ha sido aprobado por el Comité de Etica del
CHUAC. La obtencion de las muestras se ha realizado con el previo consenti-
miento informado de los pacientes o de los relativos familiares en cargo.

3. Andlisis de la expresion génica: Métodos bioquimicos
3.1. Extraccion proteica
3.1.1 Lisados celulares/tisulares totales

Cultivos E. coli. Se han preparado extractos proteicos a partir de cultivos
bacterianos transformados con diferentes construcciones génicas e inducidos pos-
teriormente para la expresion proteica recombinante (véase apartado 6.2). Los
cultivos en medio liquido se centrifugaron durante 20 min a 4300 g, 8°C (Heraeus
Multifuge 3SR). Tras eliminar el medio de cultivo las células sedimentadas se
resuspendieron en la solucion salina tamponada de fosfatos, pH 7.4 (PBS) y se
volvieron a cenftrifugar en las mismas condiciones. El sedimento final se ha
homogeneizado (en proporciéon 1:10; volumen/volumen) en el tampdn, Sample
Buffer Laemmli 2X (SBL 2X: 125 mM Tris-HCI, pH 6.8; 20% glicerol; 4% SDS; 0.005%

Bromophenol Blue; Invitrogen) suplementado con 715 mM Bmercaptoethanol
(Sigmay), 50 mM dithiothreitol (DTT, Sigma) e inhibidores de proteasas (Roche). El
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homogeneizado se incubd a 100°C durante 5 min centrifugdndolo posteriormen-
te durante 30 min a 20000 g y 15°C (“Avanti-30”, Beckman). Las alicuotas del
sobrenadante obtenido se conservaron a -80°C.

Células COS-7. Se han preparado extractos proteicos de células COS-7
transfectadas con diferentes construcciones génicas en placas de 12 pocillos, de
3.8cm2 cadauno (véase apartado 7.2). Después de recoger el medio de cultivo,
las células se lavaron con dos cambios consecutivos de PBS. Inmediatamente
después de eliminar el PBS, se anadio SBL 2X distribuyéndolo por toda la superficie
del pocillo. Después de la solubilizacion de las células, el lisado se ha trasferido a
un fubo Eppendorf y se ha procesado como ha sido descrito en el apartado
anterior. Los sobrenadantes de los lisados celulares se conservaron a -80°C. Con
el objetivo de estudiar la secrecion de proteinas recombinantes expresadas en
células COS-7 transfectadas, los medios de cultivo se transfirieron a tfubos Eppendorf
y se centrifugaron dos veces, la primera a 200 g (20 min, 4°C) y la segunda a 20000
g (20 min, 4°C). Los sobrenadantes finales se mezclaron con un volumen igual de
SBL 2X, se incubaron a 100°C durante 5 min y, finalmente se conservaron a -80°C.
En algunos casos, los medios de cultivo fueron previamente filtrados (unidades
“Amicon-50", 50 kDa) seguido por la concentracion de los filirados en unidades
“Amicon-3" (3 kDa). Los filtrados concentrados en 10-20 veces se mezclaron con
los volUmenes equivalentes de SBL 2X y se procesaron como esta escrito anterior-
mente.

Tejido cardiaco. Se utilizaron las muestras del VI de cerdos neonatales nor-
males, fratados con Dox o transfectados in vivo mediante la entrega directa de
diferentes construcciones génicas en el corazon in vivo (véase el apartado 1.1).
En todos los casos, las muestras congeladas a —-80°C fueron trasladadas a placas
Petri, colocadas sobre hielo seco, mecdnicamente pulverizadas vy
homogeneizadas (“Pellet Pestle Motor”, Sigma) en SBL 2X en proporcion 1:9 (peso
tejido/volumen SBL 2X). Los homogeneizados se incubaron a 100°C durante 5 min
centrifugdndolos posteriormente 30 min a 20000 gy 15°C (*Avanti-30”, Beckman).
Las alicuotas de los sobrenadantes obtenidos se conservaron a -80°C.

3.1.2. Extraccion proteica secuencial

La extraccion diferencial de proteinas segun su localizacion subcelular se
aplico a las células COS-7 fransfectadas con diferentes construcciones génicas
(véase el apartado 7.2). Las células se lavaron mediante fres cambios consecuti-
vos de PBS. Después del Ultimo lavado, se elimind el PBS y las células fueron extrai-
das en placas de cultivo utilizando los tampones de “ProteoExtract Subcellular
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Proteome Extraction Kit" (CalBioChem) segun el protocolo 7.1 (“Subcellular
extraction of adherent tissue culture cells”) del fabricante. De modo complemen-
tario, los cultivos equivalentes de células COS-7 fueron tripsinizados (0,25% tripsina,
0,04% EDTA; Invitrogen) durante 4 min a 37°C. Las suspensiones celulares, después
de 3 lavados en PBS, fueron extraidas segun el protocolo 7.2 (“Suspension grown
tissue culture cells”) del fabricante (CalBioChem). En cada variante experimen-
tal, una vez tfranscurrido el proceso de la extraccidn, se obtuvieron cuatro fraccio-
nes: Fraccion 1 (proteinas citosdlicas), Fraccion 2 (proteinas de membranas/
organelas celulares), Fraccion 3 (proteinas de nucleos) y Fraccién 4 (proteinas de
la matriz citoesquelétical). Las alicuotas de las fracciones obtenidas fueron  con-
servadas a -80°C.

3.2. Determinacioén de la concentracion proteica

Debido a la presencia de SDS (y de otros detergentes) en los lisados/extrac-
tos celulares/tisulares, la concentracion proteica se ha determinado utilizando la
tecnologia colorimétrica “*RC DC Protein Assay” (Bio-Rad) que se aplica alas pro-
teinas solubilizadas con una amplia gama de detergentes incluyendo hasta un
10% de SDS. Se aplicaron los ensayos correspondientes del fabricante en tubos
Eppendorf leyendo posteriormente la absorbancia de las muestras coloreadas a
750 nm (espectrofotdmetro “Ultrospec 1000E”; Pharmacia Biotech). La concen-
tracion proteica total de cada muestra experimental se determind utilizando como
proteina de referencia la albumina de suero bovino (BSA, Sigma).

3.3. Separacion electroforética en geles de poliacrilamida

Los extractos proteicos se analizaron mediante la separacion electroforética
en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) utilizando la cdmara
“Mini-Protean llI" (Bio-Rad) y cristales con espaciadores de 1 mm de grosor. Los
geles se han preparado utilizando una solucidén de acrilamida:bisacrilamida
estabilizada (“Protogel”, National Diagnostics). Se ha utilizado el sistema
electroforético discontinuo preparando un gel concentrador a pH 6.8 (del 5%) vy
geles separadores a pH 8.8 y a una concentracion variable (del 8%, 10%, 12% o
15%) para optimizar la separacion de proteinas de un determinado peso molecular.
A dos pocillos de cada gel se aplicaron los marcadores de peso molecular (PM)
(“Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis’; Amersham
Biosciences, rango de PM de 14.4 a 97 kDa, y “SeeBlue Plus2 Pre-Stained Stan-
dard”, Invitrogen, rango de 4 a 250 kDa). La separacién electroforética se ha
realizado a un voltaje constante de 100 V durante la concentraciéon (20 min) y de
200 V durante la separacion (40 - 80 min), utilizando el tampdn de electroforesis

de
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“Bio-Rad” (25 mM Tris, pH 8.3; 192 mM glicina; 0.1% SDS). Al finalizar la separacion,
los geles fueron: (1) tenidos en soluciones de decreciente concentracion de azul
de Coomassie R-250 (“Merck”) exactamente como estd descrito (Mikhailov, P&saro,
1994) o (2) trasladados a la membrana (Western blot). Los geles tenidos se
escanearon por fransmitancia con un filtro rojo utilizando el densitobmetro GS-700
(Bio-Rad). La determinacion de valores de PM y el andlisis cuantitativo de las frac-
ciones de interés se llevo a cabo con el software “Quantity One” (Bio-Rad). Final-
mente, los geles se secaron (secador de geles “Hoefer-GD2000", Amersham
Biosciences) segun las recomendaciones del fabricante.

3.4. Inmunoelectrotransferencia (Western blot)

Se aplicéd la metodologia de Western blot segun el protocolo descrito en
(Mikhailov, Pasaro, 1994) utilizando la cadmara “Mini-Trans-Blot” (Bio-Rad) y mem-
branas de polivinilidenofluoruro (PVDF; 0.45 um; “Hybond-P"”, Amersham
Biosciences). Previamente al fraslado, las membranas se hidrataron mediante
incubaciones secuenciales en metanol 100% (30 s), agua ultrapura (Milli-Q,
Millipore) autoclavada (3 lavados de 5 min cada uno) y tampdn de fransferencia
(25 mM Tris, pH 8.3; 192 mM glicina, Bio-Rad) con un 20% metanol (20 min). La
electrotransferencia se ha realizado a un voltaje constante de 120 V durante 2 h.
Después del traslado, las membranas: (1) se lavaron en agua ultrapura
autoclavada (10 min), (2) se secaron a temperatura ambiente (30 min), (3) se
incubaron en metanol (30 s) con el lavado posterior en agua ultrapura
autoclavada (tres cambios; 5 min cada uno) y (4) se bloquearon los sitios libres de
membrana incubdndola en el tampdn de inactivacion (50 mM Tris, pH 8.0; 300
mM NaCl; 20% suero de caballo inactivado; Sigma) en agitacion permanente
durante un minimo de 2 h a temperatura ambiente. A continuacion, las membra-
nas se incubaron en presencia de anticuerpos primarios (Tabla 3), diluidos en el
tampodn de inactivacion, en agitacion permanente durante la noche a 4°C. Des-
pués de 4 lavados en el tampodn balanceado de Tris (TBS: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0;
300 MM NaCl; 15 min cada uno), las membranas se han incubado con anticuerpos
secundarios (Tabla 3) conjugados con la peroxidasa de rdbano (horseradish
peroxidase — HRP; Sigma) en agitacion durante 1 h a temperatura ambiente. A
continuacion, las membranas se lavaron en el tampon TBS con 0.1% Triton X-100
(TX-100; Merk) durante 1 h (5 cambios de solucién). Finalmente las membranas
fueron incubadas durante 5 min en la solucidn de los sustratos quimioluminiscentes
“Super-Signal West Pico” (Pierce Biotechnology), expuestas alas peliculas “BioMAX
Light” (Kodak) (1 - 15 min, en dependencia de la intensidad de la senal), y las
peliculas han sido reveladas utilizando las soluciones GBX Developer and Fixer
(Sigma). La especificidad de la inmunodeteccion ha sido confirmada en
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados en el andlisis Western blot

Anticuerpo contra Especie/Tipo Generados por Formato Dilucion

myc epitopo ratén/monoclonal  Sigma IgG1 1/1000 - 1/5000
FLAG epitopo ratén/monoclonal  Sigma IgG1 1/1000 - 1/20000
FL-ANKRD1 porcino conegjo/padliclonal  Davids Biotechnologie  1gG 1/500 - 1/1000
Péptido PLP parcino  conejo/pdliclonal  Davids Biotechnologie  IgG 1/250 - 1/500
IgG ratéon cabra/pdliclonal  Sigma Fragmento Fab marcado con HRP 1/10000 - 1/20000
IgG conejo cabra/policlonal  Sigma IgG marcado con HRP 1/10000 - 1/20000

FLAG - epitopo sintético; myc - epitopo localizado dentro de la secuencia EQKLISEEDL del oncogen
c-myc humano; FL-ANKRD1 - proteina porcina, ankyrin repeat domain 1, expresada en E. coli el
marco de lectura completo y purificada por cromatografia de afinidad (para mds detalle véase
el Capitulo 2 de Resultados); PLP - péptido sintético (PLPCSPSKQLLF) de la region C-terminal de la
forma de splicing alternativo del gen porcino NPPB (véase el Capitulo 3 de Resultados); HRP -
peroxidasa de rdbano picante.

comparacion con controles positivos (Western blot con proteinas relevantes
recombinantes) y negativos (Western blot con anticuerpos primarios neutralizo-
dos por inmundgeno). La equivalencia de la carga proteica se ha confirmado
por: (1) inmunodeteccidon del enzima glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase
(GAPDH) y (2) tincion proteica de las membranas, después de la inmunodeteccion,
con "Amido negro” (Mikhailov, Pdsaro, 1994). Finalmente, las senales de
inmunodeteccion fueron escaneadas (densitometro GS-700; Bio-Rad) y cuantifi-
cadas utilizando el software “Quantity-One” (Bio-Rad).

3.5. Inmunocitoquimica

Las células COS-7 han crecido en portaobjetos de vidrio especiales para el
cultivo celular, dentro de contenedores de poliestireno de 2 cdmaras (BD Falcon).
Dos dias después de ser fransfectadas con los pldsmidos portadores de las cons-
trucciones fusionadas al epitopo FLAG o transfectadas con el vector vacio (con-
trol negativo), las células se han lavado en PBS, fijado en metanol pre-enfriado
(durante 10 min a -20°C), permeabilizado con acetona pre-enfriada (durante 1
min a -20°C), y luego lavado 4 veces en TBS, pH 8.0 (Sigma). Las células fueron
posteriormente incubadas en TBS conteniendo un 2% de suero de caballo (Sigma)
y con anticuerpos anti-FLAG(M2) monoclonales de ratdn conjugados con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma) a una concentracion 1.0 - 5.0 mg/ml
en solucion de blogqueo TBS. Finalmente, las células se han lavado cuatro veces
con TBS, montado en la solucion para pevenir la pérdida de fluorescencia
(SlowFade Gold antifade; Invitrogen), y visualizado bajo un microscopio "Nikon
Eclipse 600" equipado con Epi-fluorescencia, acoplado a una cdmara "Nikon DS-
U1"y a un ordenador asociado.
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4. Andlisis de la expresion génica: Métodos moleculares
4.1. Aislamiento de ARN y sintesis de ADN complementario

El ARN total ha sido aislado utilizando RNeasy Midi o Mini Kits (Qiagen). Las
muestras de tejido cardiaco congeladas han sido directamente homogeneizadas
en el fampon RLT (Qiagen) usando el homogeneizador (Ultra-Turrax T8, IKA), dige-
ridas con proteinasa K (Qiagen), cargadas en las columnas RNeasy Midi (Qiagen),
digeridas con ADNasa libre de ARNasas (Qiagen) y procesadas de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante. En ocasiones también se ha aislado el ARN
total presente en el citoplasma de los cardiomiocitos. En este caso los fragmentos
del ventriculo izquierdo porcino aislado ex fempore han sido disociados en PBS
complementado con 0.5 mg/ml colagenasa (Sigma) y 0.1 mg/ml tripsina
(Invitrogen) a la temperatura ambiente segun el protocolo descrito para disocia-
cion celular del miocardio neonatal (Osinska, Lemanski, 1993). La suspension re-
sultante de los cardiomiocitos ha sido sedimentada (200 g, 3 min, 20°C) y el ARN
citoplasmdtico ha sido aislado de los cardiomiocitos utilizando RNeasy Mini Kit
(Qiagen) segun el protocolo del fabricante especifico para tal fin. Los ARN totales
tisulares y los ARN totales citoplasmdticos han sido conservados a -80°C. La cuan-
tia y pureza de ARN aislado ha sido determinada espectrofotométricamente a
260 nm y a 260-280 nm, repectivamente, y su integridad se ha confirmado me-
diante la separacion electroforética en geles de formaldehido-agarosa (1%) teni-
dos con bromuro de etidio (Fig. 4). La sintesis de ADN complementario (ADNc) se
ha realizado en una reaccion de transcripcion reversa (TR) conteniendo: 4 mg
del ARN total, 500 ng del oligonucledtido Oligo(dT)12-18 (Invitrogen), 200U de la
transcriptasa reversa SuperScript Il Reverse transcriptase (Invitrogen), y 40U del
inhibidor RNase OUT Recombinant RNase (Invitrogen), siguiendo las instrucciones
del fabricante. EL ADNc obtenido se ha conservado en alicuotas a -80°C, hasta
su posterior utilizacion como molde para reacciones de PCR semicuantitativa o
PCR en tiempo real.

4.2. “Differential display mRNA reverse transcription-PCR” (DDRT-PCR)

Se utilizé la variante de DDRT-PCR no radiactiva (Kokame et al., 1998) con
separacion electroforética de los productos de PCR en geles de poliacrilamida
(PAAG) tenidos con SYBR Green | (Sigma). Previomente, los ARN totales aislados
independientemente del VIy VD de tres cerdos recién nacidos han sido mezcla-
dos en proporciones iguales y, en la reaccion de la TR, se han usado 4 mg del
ARN mezclado, el oligonucledtido T7-Oligo(dT) y la transcriptasa reversa,
SuperScript Il
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Reverse tfranscriptase (Invitrogen). Los ADNc procedendes del VI y del VD han
sido amplificados simultdneamente por PCR utilizando 230 combinaciones de 10
oligonucledtidos anclados con dos bases a la cola poli(A) y 23 oligonucledtidos
arbitrarios, todos purificados por la cromatografia HPLC (High Performance Liquid
Chromatography)(Tabla 4). Como controles negativos se han usado amplifica-
ciones PCR sin molde de ADN (reacciones no-template —NT) y con los ARN totales
sin franscripcion reversa (reacciones Nno-RT ARN — N-RT). En cada experimento de
DDRT-PCR, se repitid cada amplificacion al menos dos veces para comprobar
que las diferencias en cuanto a la expresion génica en el VI versus VD son repro-
ducibles. La PCR se realizd, usando la polimerasa, AmpliTag DNA polymerase
(Invitrogen), bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial (94°C, 2 min),
etapa | (5 ciclos, cada uno de los cuales incluye: 94°C, 30 s; 40°C, 1T min; 72°C, 1
min), etapa Il (25 ciclos, cada uno de los cuales incluye: 94°C, 30 s; 50°C, 1 min;
72°C, 1 min), extension final (72°C, 10 min), almacenamiento de las muestras a
6°C. Los productos amplificados se han separado en geles de PAAG no
desnaturalizantes del 8% con un 10% de glicerol en la cadmara “Mini-Protean-il”
(Bio-Rad) durante 3 h, utilizando Tris-borato-EDTA (TBE: 130 mM Tris pH, 9.0; 45 mM
Acido bdrico, 2.5 mM EDTA; Sigma) como tampdn de electroforesis. Inmediata-
mente después, los geles han sido tenidos en una solucion de SYBR Green | (1:10000)
en tampon TBE y los patrones de bandas han sido visualizados (Fig. 5) en un
transiluminador de ultravioleta (UV fransiluminator 2000; Bio-Rad). La adquisicion
de las imdagenes y la cuantificacion de la intensidad de senales se han estimado
por densitometria (VersaDoc 1000) y el software Quantity One (Bio-Rad). Los pro-
ductos de amplificacion regulados diferencialmente se han definido como aque-
llas bandas que han manifestado una diferencia significativa en la intensidad

NS Né

Figura 4. Control de la integridad de los ARN totales aislados del ventriculo izquierdo (VI) y dere-
cho (VD) de cerdos recién nacidos (N5 y Né) . La separacion electroforética en el gel de
formaldehido-agarosa del 1% tenido con bromuro de etidio no demuestra signos de la degrada-
cion de los ARN aislados. La proporcidon entre la intensidad de la banda de 28S con respecto ala
de 18S es de 1.8-2.0 (determinado por densitometrial).
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de fluorescencia al menos en dos réplicas experimentales (Fig. 5A). Utilizando una
hoja de bisturi estéril, se ha recortado un fragmento rectangular de gel corres-
pondiente a una banda individual de interés y el ADN ha sido extraido de los
fragmentos de gel mediante una electroelucion utilizando D-Tube Electroelution
Accesory Kit (Novagen) segun el protocolo del fabricante. Después de una
cenftrifugacion corta, el eluado se ha fransferido a un tubo limpio. El ADN extfraido
se ha usado directamente como molde para la amplificacion PCR con los
oligonucledtidos de reamplificacion 7 y M13 (véase Tabla 4). Las condiciones de
reamplificacion han sido similares a las de DDRT-PCR excepto la ejecucion de la
etapa | a 45°C y de la etapa Il a 20 ciclos y 55°C. Después de la reamplificacion,
se ha realizado una electroforesis analitica en poliacrilamida de cada reaccion
de PCR para asegurar que se ha amplificado el fragmento del tamano correcto
(Fig. 5B). Posteriormente, los fragmentos de ADNc reamplificados se han separa-
do mediante electroforesis preparativa en geles de agarosa 2%, se han eluido
(QIAqguick Gel Extraction Kit; Qiagen) y se han clonado en el vector pCRII-TOPO
(Invitrogen). La insercion directa de los productos de PCR en el vector pCRII-TOPO
se basa en un procedimiento de clonacion TA (Brownstein et al., 1996), y se ha
ejecutado siguiendo el protocolo del manual del vector. Se han utilizado 2 ul de
la reaccion de clonacion para transformar bacterias quimicamente competen-
tes (E. coli, One Shot TOP10; Invitrogen). Los clones bacterianos recombinantes se
seleccionaron en placas de agar conteniendo AMP (50 pyg/ml) y X-gal (40 pl por
placa de un stock a 40 mg/ml). Por cada reaccién de clonagje se seleccionaron
de las placas 5-7 clones bacterianos de color blanco, se cultivaron en medio
liuido durante la noche vy se aislo el ADN plasmidico (ADNp); como se describe
en el apartado 5. El ADNp ha sido secuenciado por Secugen (Madrid) en ambas
direcciones con los oligonucledtidos M13 (-24) y M13 (-20) presentes en el vector
flanqueando el sitio de insercion del producto de PCR. Las secuencias
nucleotidicas obtenidas se han comparado con las secuencias almacenadas en
las bases de datos del GenBank mediante el algoritmo BLAST. El diseno del tfraba-
jo, con relaciéon a la aplicacion de la tecnologia DDRT-PCR para el andlisis
transcripcional comparativo del miocardio ventricular porcino, se muestra en la
Figura 6 (pagina 56).

4.3. RT-PCR semicuantitativa

La RT-PCR semicuantitativa se ha ejecutado exactamente como estd descri-
to en (Torrado et al., 2003, 2004). Brevemente, los ADNc obtenidos a partir de los
ARN totales procedentes del corazén porcino y humano se han amplificado en
el termociclador Biometra Il utilizando los oligonucledtidos especificos para los
genes de interés (Tabla 5). Los oligonucledtidos para la RT-PCR se han disenado
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Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados en DDRT-PCR

17-Oligo(dT)

ACGACTCACTATAGGGCTITITTITITITIT

Oligonucleétidos anclados a la cola poli(A)

HO1 ACGACTCACTATAGGGCTITITTITITITGA
HO2 ACGACTCACTATAGGGCTITITTITITITGC
HO3 ACGACTCACTATAGGGCITITITITITITIGG
HO4 ACGACTCACTATAGGGCTITITTITITITGT

HO5 ACGACTCACTATAGGGCTITITTITITITCA
HO6 ACGACTCACTATAGGGCTITITITITITCC
HO7 ACGACTCACTATAGGGCITITITTITITITCG
HO8 ACGACTCACTATAGGGCTTTITTITITITAA

HO9 ACGACTCACTATAGGGCTITITTTTITITAC

H10 ACGACTCACTATAGGGCITITITITITITAG

Oligonucleétidos arbitrarios (10 mer)

A01 ACAATTTCACACAGGACGACTCCAAG
A02 ACAATTTCACACAGGAGCTAGCATGG
AO03 ACAATTTCACACAGGAGACCATIGCA
A04 ACAATTTCACACAGGAGCTIAGCAGAC
AO5 ACAATITCACACAGGAATGGTCGICT
A06 ACAATTTCACACAGGATACAACGAGG
A07 ACAATTTCACACAGGAIGGATIGGTC
A08 ACAATTTCACACAGGATGGTAAAGGG
A09 ACAATTTCACACAGGATAAGCCTAGC
Al10 ACAATITCACACAGGAGATCTCAGAC
All ACAATTTCACACAGGAACGCTAGTIGT
Al2 ACAATTTCACACAGGAGGTACTAAGG
A13 ACAATITCACACAGGAGTIGCACCAT
Al4 ACAATTTCACACAGGATCCAIGACTC
Al5 ACAATITCACACAGGACTITCTACCC
Alé ACAATTTCACACAGGATCGGICATAG
Al7 ACAATTTCACACAGGACIGCIAGGTA
Al8 ACAATTTCACACAGGATGATGCTACC
Al9 ACAATTTCACACAGGATITTGGCTCC
A20 ACAATTTCACACAGGATCGATACAGG
A23 ACAATTTICACACAGGATATGGCGCCG
A24 ACAATITCACACAGGAGCIGAACCGG

Oligonucleédtidos para reamplificacion

7 GTAATACGACTCACTATAGGGC
M13 AGCGGATAACAATITCACACAGGA

Cada oligonucledtido anclado tiene una secuencia T7 en el extremo 5 (negrita)
Cada oligonucledtido arbifrario tiene una secuencia M13 en el extremo 5” (negrita)
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Figura 5. Ejemplos representativos de la aplicacion de la técnica de DDRT-PCR para el andlisis de
la expresion génica diferencial en el miocardio ventricular de cerdos recién nacidos. Geles de
PAAG del 8% no desnaturalizantes tenidos con SYBR Green I. A - identificacién de la banda D147
como el franscripto relativamente enriquecido en el VI en comparacién con el VD utilizando los
oligonucledtidos de amplificacion H02-A07. Molde: ADNc del VI (carril 1) y VD (carril 2), dos dilucio-
nes del ADN aislado de la banda D147 (carriles 3y 4). B - reamplificaciéon de los ADNc aislados de
las bandas con la expresién prevalente en el VI (D104, D133, D151A, D151B y D153) utilizando los
oligonucledtidos de reampilificacion T7 y M13. 100-4000 - est&ndares del tamano de ADN.

teniendo en cuenta los siguientes criterios (Rajeevan et al., 2001): 1) localizacion
en diferentes exones, siempre que sea posible, 2) la temperatura melting ha de
estar comprendida entre 64-68°C determinada por el método Tm(°C)= 4x(G+C) +
2x(A+T), 3) el andlisis BLAST de la secuencia del oligonucledtido debe mostrar su
especificidad, especialmente en laregion 37, 4) el porcentaje de CG debe estar
comprendido entre el 40-60%, 5) la secuencia del oligonucledtido no debe incluir
regiones de baja complejidad, y 6) la secuencia no debe incluir mas de tres Gs
consecutivas. La cantidad de ADNc y el nUmero de ciclos se han variado para
cada combinacion de oligonucledtidos para asegurar la amplificacion dentro
de la fase exponencial. En cada caso se promedid la expresion de genes diana
normalizada a la expresion de uno de los genes de referencia: (1) el gen
codificante de la proteina ribosomal L19 (RPL19) o/y (2) el gen codificante de
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). El franscripto rpl19 se ha
seleccionado como un estdndar interno preferido, dado que sus niveles de ex-
presion no
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presentaron variaciones significativas entre los diferentes tejidos cardiacos de
cerdos postnatales normales ni tampoco de cerdos con la insuficiencia cardiaca
inducida por Dox (Torrado et al., 2003, 2004). Los genes de referencia se han am-
plificado simultdneamente con los genes diana en tubos semejantes o en el mis-
mo tubo (PCR multiplex). En cada set-up de PCR, cada variante de amplifica-
cion, incluyendo los controles NT y no-RT, se han realizado al menos por duplica-
do. Los productos de PCR se han visualizado en geles de agarosa del 2% con
tincién de bromuro de etidio y la intensidad de las bandas se ha estimado y com-
parado por densitometria (VersaDoc 1000) y el software Quantity One (Bio-Rad).
Finalmente, los productos de amplificacion han sido eluidos del gel, clonados y
secuenciados para confirmar inequivocamente su identidad.

4.4. RT-PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

La cuantificacion precisa de los niveles de expresion génica se ha realizado,
también mediante la tecnologia RT-PCR cuantitativa en tiempo real (gPCR) como
estd escrito en (Torrado et al., 2006, 2009) utilizado el equipo IQ5 gestionado con
el software IQ5 Standard Edition v2.0 (Bio-Rad) y un sistema de deteccion basado
en la estimacion de la intensidad de la senal fluorescente de SYBR Green I. Todo
el material consumible para gPCR se ha adquirido de Bio-Rad. Las reacciones de
gPCR se han realizado en tubos de 0.2 ml (“8-tube strips, CLR") con tapas de
transparencia o6ptica (“optically clear 8-flat cap strips”). El diseno de los
oligonucledtidos se han basado en los criterios mencionados en el apartado an-
terior, salvo que el producto de gPCR ha de tener un tamano entre 90-130 pb. Las
secuencias de los oligonucledtidos usados en el andilisis gPCR se muestran en la
Tabla 5. En cada set-up de gPCR se han incluido dos controles negativos: 1) omi-
tiendo el molde de ADNCc vy 2) sustituyendo el ADNc por el ARN correspondiente
sin transcripcion reversa (para monitorizar la contaminacion del molde por ADN
gendmico). La especificidad e identidad del producto de PCR generado por
cada combinaciéon de oligonucledtidos ha sido verificada mediante: 1) andlisis
de la curva de disociacion (Fig. 7A), 2) andlisis electroforético (Fig. 7B) y 3)
secuenciacion de los productos amplificados. Los niveles de expresion de los genes
de interés se han normalizado a la expresion del gen rpl19 y cuantificado usando
el método comparativo de ciclo umbral (threshold cycle, CT). Es decir, en cada
muestra/réplica, los valores CT de amplificacion del gen de interés se han norma-
lizado con los valores CT de amplificacién del estdndar interno, rpl19. La
cuantificacion de los niveles de expresion de cada gen de interés se ha basado
en los resultados obtenidos al menos en dos repeticiones experimentales, cada
una con muestras duplicadas. Bajo nuestras condiciones, las reproducciones téc-
nicas resultaron en una variacion inferior al 5%.
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Figura 6. Disefio de la aplicacién de la tecnologia DDRT-PCR para el andlisis transcripcional del
miocardio del VI versus VD en cerdos recién nacidos.

4.5. Amplificacion rapida de extiremos de ADNc

La técnica de la amplificacion rdpida de extremos de ADNc (Rapid
Amplification of cDNA Ends — RACE) se ha usado para la obtencion de las se-
cuencias de los extremos 3"y 5° de la secuencia localizada dentro del intron 8
del gen porcino ankrdl (véase el Capitulo 2 de Resultados). Para extender la
secuencia al extremo 3" 0 57, se realizd RACE empleando el método basado en
el uso del SMART RACE cDNA amplification kit (Clontech) de acuerdo con el pro-
tocolo del fabricante. Brevemente, las muestras de los ADNc 5-RACE y ADNc
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Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados en RT-PCR, qPCR y 3'RACE

Oligo Gen Especie Secuencia (5°-3") D/R Aplicacién

45 ankrd] C ACG CCG TGA GGC TGA ACC GGT A D RT-PCR

153 ankrd1 C ATG ATG GTT CTG AAA GTA GAA GAG D RT-PCR

156 ankrd1 C TAT AAG CGG ACA GCT CTT CAT AG D RT-PCR

199 ankrd1 C GAC TAC CTC AGG CCTGGC TCA R RT-PCR

204 ankrd1 C GAA GAC CTT GAA ATAATC ATT CAACT D RT-PCR

209 ankrd] C TGATCA GAC TCC TGATTA CGT AT D gPCR

210 ankrd] C CCAGTT CAG CAC CAG ATC CAT R gPCR

306 ankrd1 C CCAAGG ACC GAG AAG GAG ATAC D RT-PCR, gPCR

307 ankrd] C CCTTGC TTG AGC ACTTAC ACA GT R gPCR

308 ankrd] C CGG GAT AAG TIG CTC AGC AC D RT-PCR, gPCR

309 ankrd] C CCC AAG GAC ACC AAG CTACTC R gPCR

310 ankrd] C ATT CCG TGA TAT GCT TGA ATC CA D RT-PCR, gPCR

311 ankrd1 C GCA GGA GGA GAA ATACCTTATC R gPCR

312 ankrd1 C GGG TAT CTC CTT CCT AGACAA GCA R RT-PCR

313 ankrd1 C CTG TGC TGA GCA ACT GTG AAG TAG R RT-PCR

27p ankrd1 C TTA ATAGAA GCT GGAGCC CAG D RT-PCR

28p ankrd C GTC AAATATTGC TTTGGT TCC AT R RT-PCR

326 ankrd1 C TCT TTT TTIC TCA GAA AGT TGC TAT GC R gPCR

327 ankrd1 C TCA AGAACT GTG CTG GGAAGAC D gPCR

314 ankrd1 H TAA CTT CCT CAG CCC TTIG CAC A R RT-PCR

315 ankrd1 H CCA AAG ACA GAG AAG GAG ATA C D RT-PCR

316 ankrd] H CCG AGATAA GTT GCT CAG CAC A D RT-PCR

317 ankrd] H CCTTCC TAG AGAAGC AGA GTC A R RT-PCR

27h ankrd] H TTA ATG GAA GCT GGA GCC CAG D RT-PCR

28h ankrd1 H GIC GAATAT TGC TTT GGT TCC AT R RT-PCR

182 ankrd1 C AGC AGG GCTCAT GGC TCT GAA TTATCA GG D 3’-RACE

183 ankrd1 C CAT CTT GGA GGG AAC TGG GAA CAA GAC A D 3’-RACE

289 nppb C GGC TGC TAG GAAGTG AAA AGT G D RT-PCR

82 nppb C GCTCCTGCT CCTGTT CTT GCA R gPCR

251 nppb C GGT CCAGCA GCTCCTGTATC D gPCR

288 nppb C AAG AAC CGT CTTATATAC AAC CAC D RT-PCR

252 nppb C AGT ACCTCCTGAGCACTGTATC D gPCR

291 nppb H AAG CAAACC CGG ACG CATCG R RT-PCR

84 nppb H CTC CTIG CTC TIC TTG CAT CTG R RT-PCR

286 nppb H ATG TTIG ACT TTATIT CAC CGT GGA D RT-PCR

287 nppb H ATG CCG CCT CAG CAC TGT AAC D RT-PCR

64 RPL19 C CTG CTC AGAAGATAC CGT GAAT D gPCR

206 RPLT9 C GCTTGT GGA TGT GCT CCATGA R gPCR

36 RPLT9 H/C AAC TCC CGTCAG CAG AIC CG D RT-PCR

65 RPLT9 H/C CTT GGT CTC TIC CTC CTTGGA R RT-PCR

328 ué C GTG CTC GCTTCG GCA GCA CA D RT-PCR

329 ué C CTT CAC GAATITGCG TGT CATC R RT-PCR

15 gapdh C TCC TGC ACC ACC AAC TGC TTA D RT-PCR

16 gapdh C GGA CAC GGAAGG CCATGC CA R RT-PCR

239 FLAG vector - CAT CGT CAT CCTTGT AGT CGAT R RT-PCR

334 mstn C GTA CGATGT CCA GAG AGATGACA D gPCR

335 mstn C CCTTCC ACTTGC AIT AGA AGATC R gPCR

M13(-20) pPCRII-TOPO - GTA AAA CGACGG CCAGT D secuenciacion vector
M13(-24) pPCRII-TOPO - GGA AAC AGC TAT GAC CAT G R secuenciacion vector
62 pCAL-n-FLAG - AGAATT TCATAG CCGTCTCAG C D secuenciaciéon vector
63 pCAL-n-FLAG - TAT GCT AGTTATTGC TCAGCG G R secuenciacion vector
122 PcDNA3.1/myc-His - CACTGCTTA CTG GCTTAT CGA A D secuenciacion vector
123 PcDNA3.1/myc-His - AAC AAC AGATGG CTG GCAACT A R secuenciaciéon vector
190 P3XFLAG-CMV-14 - CGTTGACGC AAATGG GCG GTA D secuenciacion vector
191 P3XFLAG-CMV-14 - AGG GAT GCC ACC CGG GATCA R secuenciacion vector

Gen codificante de: ANKRD1 -ankyrin repeat domain 1 protein; NPPB - b - type natriuretic peptide
precursor; RPL19 - proteina ribosomal L19; U6 - small nuclear RNA; GAPDH - glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase; MSTN - miostatin; C - cerdo; H - humano; D - directo; R - reverso.
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3"-RACE se han generado por separado, utilizando en cada caso: 1.0 mg de ARN
total aislado del VI de cerdos recién nacidos, la franscriptasa reversa (PowerScript
reverse franscriptase) y oligonucledtidos modificados para la incorporacion de la
secuencia SMART en ambas poblaciones de ADNc. En amplificaciones por PCR
se han usado, como el molde, diluciones diferentes de cada poblaciéon de ADNc
5"-RACE y 3’-RACE, la mezcla de reaccion SMART RACE kit universal primer mix A,
oligonucledtidos especificos del fragmento del gen porcino ankrd1 (véase la To-
bla 5) y la polimerasa Advantage 2 (Clontech). Los productos de la amplifica-
cion se han separado en geles de agarosa, purificado del gel, clonado y
secuenciado.

5. Clonacién génica molecular

Se ha utilizado la estrategia estaGndar de clonacion génica molecular inclu-
yendo la clonaciéon direccional de ADN generado por RT-PCR en diferentes
vectores, la transformacion bacteriana con las construcciones resultantes, el ais-
lamiento y andlisis de los plasmidos recombinantes (Sambrook, 2001).

5.1. Vectores de expresion y diseio de las construcciones

Se han utilizado los siguientes vectores (Fig. 8): (1) pCAL-n-FLAG (Stratagene).
Este vector permite expresar en células procariotas proteinas recombinantes fu-
sionadas (en su extremo N-terminal) a calmodulin binding peptide (CBP) y al
epitopo FLAG; (2) pcDNA 3.1/myc-HisB (Invitrogen). Este vector permite expresar
en células eucariotas proteinas recombinantes fusionadas (en su extremo C-ter-
minal) al epitopo myc y a éxHis; (3) p3XFLAG-CMV-14 (Sigma). Este vector permite
expresar en células eucariotas proteinas recombinantes fusionadas (en su exire-
mo C-terminal) a 3 epitopos FLAG consecutivos. Las construcciones se han dise-
nado basdndose en una estrategia de clonacion direccional de los productos de
PCR en los vectores correspondientes mediante el uso de enzimas de restriccion
diferentes enlos extremos 5y 3". En el diseno de cada construcciéon se han selec-
cionado dos enzimas de restriccion presentes en la caja de clonaje multiple del
vector con los siguientes criterios: (1) que no digieran el inserto que se pretende
clonar y (2) que permitan una doble digestion de restriccion simultdnea en el
mismo tampon sin disminucidon de sus actividades. Las secuencias de reconoci-
miento de ambos enzimas de restriccion se han incorporado en los productos de
PCR mediante su inclusion en los oligonucledtidos disenados para amplificar el
gen o el fragmento del gen que se pretende clonar.
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Materiales y Métodos
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Figura 7. Curvas de disociacién (A) y electroforegrama de amplicones (B) obtenidos mediante
SYBR Green qPCR. A - curvas de disociacion para las formas de splicing alternativo del gen ankrd |
que retienen intrones (i); ankrd 1-i8 (rojo), ankrd1-i7,8 (azul) y ankrd 1-i6,7.8 (negro); estandar interno
-rpl19 (verde). Las curvas de disociacién muestran un Unico pico en las amplificaciones de cada
transcripto, lo que indica que en la reaccién de gPCR se ha generado un Unico producto de
PCR. B - separacién de amplicones en el gel de PAAG del 8% tefiido con SYBR Green I. Cada
combinacién de oligonucledtidos indicados genera un Unico producto del tamafio esperado.
NTC- non template confrol. 100-2500- estandares del tamafo del ADN (GeneRuler DNA ladder
mix; Fermentas), pb.

5.2. Obtenciény ligacion de los insertos

Mediante RT-PCR se han generado los insertos de ADN necesarios para la
construccién de los plédsmidos (Tabla 6; pdgina 63). Se realizaron reacciones RT-
PCR con el fin de amplificar la regién codificante completa (o una parte) de cada
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uno de los genes de interés utilizando una polimerasa de ADN de alta fidelidad
(PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase; Stratagene). La mezcla de reaccion con-
tenia: oligonucledtidos (0.2 mM de cada uno); dNTPs (0.2 mM); tfampdn de reac-
cion de la Pfulltra 1x y 2.5U PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase. Como molde
se empled ADNCc sintetizado a partir de ARN total como se describe en el aparta-
do 4.1. Se ha utilizado el siguiente programa de PCR: 95°C — 2 min (1 ciclo); 95°C
- 305, 59°C =305, 72°C — 90 s (30 ciclos); 72°C — 10 min (1 ciclo). La reaccion de
amplificacion se llevd a cabo en el termociclador UNOII (Biometra) o iCycler
(BioRad). Los productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 2.0% en tampon Tris-acetato-EDTA (TAE 1x; Sigma) y bromuro
de etidio (0.5 mg/ml). Los geles se visualizaron en el transiluminador UV 2000 (Bio-
Rad) y se fotografiaron con el equipo VersaDoc 1000 (BioRad). El tamano de los
insertos se determind compardndolo con los del marcador de tamano de frag-
mentos de ADN, “"GeneRuler DNA Ladder Mix" (Fermentas). Los productos de
amplificacion se han recortado del gely purificado de la agarosa segun el proto-
colo recomendado por el fabricante de QlIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). El
vector (0.5 mg) y el producto de RT-PCR aislado se ha digerido en sendas reac-
ciones de doble digestion, se han separado electroforéticamente en geles de
agarosa y se han purificado como ha sido descrito en el apartado anterior. Los
productos de PCR, digeridos y purificados, se ligaron a los vectores mediante |la
Ligasa T4 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Paralelamente a
la ligacion experimental (vector + inserto) se ha realizado una ligacién control
negativa (incluyendo en la reaccion de ligacién solo el vector y no el inserto).

5.3. Transformacion bacteriana

Se ha utilizado una alicuota de la reaccion de ligacion experimental o del
conftrol para transformar las células E. coli XL1 Blue supercompetentes (Stratagene).
Brevemente, la transformacion se ha realizado en tubos Falcon (BD) de 14.0 ml. Se
han mezclado los 50.0 ml de células competentes con 0.85 ml de b-
mercaptoetanol, se han incubado durante 10 min en hielo y posteriormente se les
ha anadido 1.0 ml de la reaccion de ligacién. Los tubos se han incubado durante
exactamente 45 s a 42°C. Inmediatamente después del choque térmico los tubos
se han enfriado en hielo durante 2 min. A continuacién se ha anadido 450.0 pl de
medio SOC (New England BiolLabs) y los fubos se han incubado con agitacion a
37°C durante 1 h. Finalmente, se sembraron diferentes volimenes (40.0-400.0 mi)
de la reaccién de transformacion en placas de LB agar (Sigma) suplementado
con AMP (50 mg/ml, Sigma) puesto que los plasmidos utilizados proporcionan a
las células transformadas resistencia a dicho antibidtico (véase Fig. 8). Las placas
se han incubado durante la noche a 37°C. En cada experimento de clonaciéon se
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han seleccionado colonias aisladas que han sido propagadas para el aislamien-
to de ADN plasmidico (ADNp).

5.4. Aislamiento de ADN plasmidico

El aislamiento de ADNp se ha realizado a dos escalas diferentes. A pequena
escala, con el fin de analizar mediante electroforesis y secuenciacion las cons-
trucciones génicas generadas por clonacion. Una vez verificadas, las construc-
ciones se aislaron mediante procedimientos a mayor escala para disponer de
ADNp suficiente para experimentos posteriores.

Aislamiento a pequena escala. En cada variante de clonacién se han pro-
pagado 10 colonias transformadas, cada una en 10.0 ml de medio LB liquido
(Sigma) suplementado con AMP (50.0 mg/ml, Sigma), durante la noche a 37°C
en agitaciéon. Al dia siguiente se ha generado un stock de glicerol, mezclando
una alicuota (250.0 ul) de cada cultivo bacteriano con un volumen igual de gli-
cerol al 50% y se conservd a -80°C. El resto de los cultivos bacterianos se
centrifugaron a 4000 g, durante 20 min a 4°C vy se purificd el ADNp utilizando las
columnas QlAprep Spin Miniprep (Qiagen) segun el protocolo del fabricante. La
concentracion del ADNp se ha estimado mediante espectrofotometria. En pro-
medio se ha obfenido un rendimiento por columna y por cultivo de 10.0 ml de
aproximadamente 10.0 mg de ADNp. La presencia delinserto en el ADN plasmidico
se confirmd mediante electroforesis en geles de agarosa frente al control negati-
vo correspondiente (vector vacio; véase Fig. 9, pagina 65) y, adicionalmente, por
la secuenciacion de los insertos de 2-3 clones positivos.

Aislamiento a gran escala. Los clones bacterianos portadores de las cons-
trucciones génicas verificadas por secuenciacion, se propagaron inoculando ini-
cialmente cada uno de los stocks bacterianos de glicerol en 3.0 ml de medio LB
liguido suplementado con AMP. Posteriormente los cultivos bacterianos crecidos
se han propagado de manera consecutiva en 100.0 vy, luego, en 600.0 ml de
medio. Las células crecidas en el volumen de 600.0 ml se sedimentaron mediante
la centrifugacion (4300 g, 40 min, 8°C; Heraeus Multifuge SR) y se ha purificado el
ADNp utilizando el "Purelink HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit" (Invitrogen) segun
el procedimiento descrito por la compania. En promedio se ha obtenido un ren-
dimiento por columna y por cultivo de 600.0 ml de aproximadamente 1.0 mg de
ADNp. Los pldsmidos recombinantes purificados se conservaron a -30°C.
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Figura 8. Mapas de los vectores utilizados (segin las descripciones de: Stratagene, Invitrogen y
Sigma). A - pCAL-n-FLAG: permite expresar en células procariotas proteinas recombinantes fusio-
nadas (en su extremo N-terminal) a calmodulin binding peptide (CBP) y al epitopo FLAG. Contiene
el gen de resistencia a ampicilina (que permite la seleccion de vectores en células de E.coli). La
expresion de la proteina de fusion se induce con IPTG (Isopropy! B-D- 1-thiogalactopyranoside ) que
da lugar a la transcripcion por parte del promotor 7. MCS - sitio de clonaje multiple (multiple
cloning site), TT7 - terminador T7. B - pcDNA 3.1/myc-His B: permite expresar en células eucariotas
proteinas recombinantes fusionadas (en su extremo C-terminal) al epitopo myc y a 6 residuos de
histidina (6xHis). El vector dispone del gen de resistencia a neomicina (que permite la seleccion de
transfectantes estables en células de mamiferos) y del gen de resistencia a ampicilina. Presenta el
promotor de Cytomegalovirus (CMV) humano que permite un alto nivel de eficacia de la expre-
sion de la proteina recombinante y el promotor 7 que permite la expresion de las proteinas de
fusion en ensayos de transcripcion y traduccion in vitro. C - p3XFLAG-CMV-14: permite expresar en
células eucariotas proteinas recombinantes fusionadas (en su extremo C-terminal) a 3 epitopos
FLAG consecutivos. Contiene el gen de resistencia a ampicilina y neomicina. Expresa las proteinas
de fusion bajo el control del promotor CMV.

62



Tabla 6. Vectores de expresion proteica recombinante

Vector Enzima de Secuencia de
restriccion fusion
pCAL-n-FLAG EcoRI-Hindlll FL-NPPB
pCAL-n-FLAG EcoRI-Hindlll NPPB/wSP
pCAL-n-FLAG EcoRI-Hindlll FL-AE2-NPPB
pCAL-n-FLAG EcoRI-Hindlll AE2-NPPB/wSP
PCAL-n-FLAG EcoRI-Hindlll E3/AE2-NPPB
pPcDNA3.1/myc -HisB Hindlll-EcoRl FL-NPPB
P3XFLAG-CMV-14 Hindlll-EcoRl FL-NPPB
P3XFLAG-CMV-14 Hindlll-EcoRI FL-AE2-NPPB
PcDNA3.1/myc -HisB EcoRV-Notfl ANKRD1
PCcDNA3.1/myc -HisB EcoRV-Notl ANKRD1-i8
pPcDNA3.1/myc -HisB EcoRV-Nofl ANKRD1-i7,8
PcDNA3.1/myc -HisB EcoRV-Nofl ANKRD1-i6,7.,8

p - plasmido; CAL - epitopo de calmodulin binding peptide; His- histidina; FLAG- epitopo sintético;
myc- epitopo localizado dentro de la secuencia EQKLISEEDL del oncogen c-myc humano ; CMV-
Cytomegalovirus; E - exdn; | - intron; BNP - brain natriuretic peptide; AE2- skipping del exén 2 del
franscripto primario NPPB; ANKRD1- ankyrin repeat domain 1 protein; FL - secuencia codificante
completa; wSP - sin el péptido senal (without signal peptide).

6. Expresion proteica recombinante en bacterias

Las construcciones génicas generadas y caracterizadas se utilizaron para
transformar las células bacterianas (E. coli) o las células eucariotas (COS-7).

6.1. Transformacion de cepas de E.coli

Las construcciones génicas generadas en el vector pCAL-n-FLAG se han uti-
lizado para transformar las siguientes tres cepas de E.coli: BL21 (DE3)pLysS
(Invitrogen), Rosetta-gami 2 (DE3) (Novagen), y BL21-Gold (DE3) (Stratagene). Es-
tas cepas de E. coli presentan diferentes grados de especializaciéon, en cuanto a
la expresion proteica recombinante gracias a diversas modificaciones génicas
de las células (Tabla 7; pdgina 67). La tfransformacién de estas células se ha reali-
zado siguiendo el procedimiento descrito por cada uno de los fabricantes y que
no difiere significativamente del aplicado a las células E.coli XL1 Blue (véase el
apartado 5.3). Después del choque térmico se anadieron a los tubos de transfor-
maciéon 450.0 ml de medio SOC (New England Biolabs) precalentado a 37°C y se
incubaron los tubos a 37°C durante 1 h con agitacién. Finalmente, se sembraron
diferentes volimenes (20.0-100.0 ml) de la reaccién de transformacion en placas
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de LB agar (Sigma) suplementado con los antibidticos correspondientes a cada
una de las cepas: 1) células BL21-Gold (DE3): 50.0 mg/ml ampicilina, 2) células
BL21 (DE3)pLysS: 50.0 mg/ml ampicilina y 34.0 mg/ml cloranfenicol y 3) células
Rosetta-gami 2 (DE3): 50.0 mg/ml ampicilina y 34.0 mg/mil cloranfenicol. Las pla-
cas se incubaron durante la noche a 37°C. La propagacion de los clones
bacterianos fransformados y la induccidn de la expresion de proteinas
recombinantes se describe a confinuacion.

6.2. Induccion de la expresion proteica

De cada placa de cultivo se seleccionaron 5 colonias fransformadas, y se
propagaron cada uno de los clones en 10.0 ml de medio LB (Sigma) suplementa-
do con los antibidticos apropiados, en agitacion permanente a 37°C durante la
noche. Una alicuota de cada cultivo se ha diluido 20 veces en medio LB liquido
y se ha monitorizado el crecimiento celular determinando periddicamente su
densidad optica mediante espectrofotometria a 600 nm (Ultrospec 1000E,
Pharmacia Biotech). En la fase exponencial se ha inducido la expresion proteica
recombinante anadiendo a cada cultivo 1 mM de isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside (IPTG; Sigma) seguido por la incubacion de los cultivos en
agitacion vigorosa a 27°C durante 2 h. Las células inducidas se han sedimentado
por cenfrifugacion (4300 g, 40 min, 8°C; Heraeus Multifuge SR) y se ha lisado una
parte del sedimento bacteriano en el tampdn SBL 2X (véase el apartado 3.1.1).
Los lisados obtenidos se han sometido a la separacion SDS-PAGE seguida por
Western blot con el anficuerpo monoclonal anti-FLAG (Sigma) (deteccion
guimioluminiscente; véase el apartado 3.4) utilizando el exfracto proteico de bac-
terias no inducidas como el confrol negativo. La deteccion de una banda del
tamano esperado (frente al conftrol) se ha interpretado como la indicacion de la
expresion proteica recombinante.

6.3. Purificacion de proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad

Las proteinas recombinantes se purificaron por cromatografia de afinidad
utilizando la resina de afinidad, Calmodulin affinity resin (Stratagene) segun el
siguiente protocolo. El sedimento bacteriano procedente de 500.0 ml de cultivo
inducido en fase exponencial se ha homogeneizado utilizando el homogeneizador
UltraTurrax T8 (IKA) en 30.0 ml de TBS complementado con inhibidores de proteasas
(Roche). Elhomogenado se ha digerido secuencialmente con Lisozima (1 mg/mi;
Sigma) 20 min sobre hielo y con ADNasa (0.01 mg/ml; Sigma) 20 min a temperatu-
ra ambiente. Después de la digestion enzimdatica, alhomogenado se le ha anadi-
do: 4 mM DTT, 1T mM acetato de magnesio, 1| mM imidazole y 0.2% Triton X-100
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Figura 9. Identificacién electroforética de los pldsmidos portadores de los insertos generados por
clonacién (gel de agarosa del 0.8% tefiido con bromuro de etidio). En cada carril se han cargado
1.2 ul del ADNp (procedente de la purificacion a pequeia escala, como se describe en el aparta-
do 5.4) en 2.0 yl del tampon de carga (Invitrogen) y 6.5 ul de agua ultrapura (volumen final - 10.0
i) que se han separado a 75 V durante 3 h. Se capturaron las imagenes de las bandas separadas
con el equipo VersaDoc-1000 (Bio-Rad). a = clones con los insertos de distintas formas de splicing
del gen ankrd! con retencién de infrones [i). b - clones sin inserto (el vector pcDNA 3.1/myc-His B
vacio; carril 1,7, 13y 19). Todos los clones experimentales tienen menor movilidad electroforética
que el vector vacio y por lo tanto son positivos, es decir portadores del inserto, con la Unica
excepcion del clon 15 que presenta una movilidad igual que el vector vacio. Se han seleccionado
dos clones positivos para su posterior andlisis mediante secuenciacion.

(TX-100). Al pasar 20 min de agitacion a temperatura ambiente, se ha centrifugado
el homogenado (20000 g, 20 min, 4°C) salvando el sobrenadante. Al sobrenadante
se le ha anadido 2mM CaCl,y se haincubado con laresina, previamente lavada
y equilibrada segun las recomendaciones del fabricante. Después de dos lavados
con el tampdn (50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 300 mM NaCl; 4 mM DTT; ImM acetato de
magnesio; 1 mMimidazole; 2 mM CaCl,; 0.2% TX-100), la resina ha sido trasladada
a la columna de elucién. Después de tres lavados adicionales de la resina en la
columna, las proteinas se han eluido con el tampdn: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 300
mM NaCl; 2 mM EGTA. El eluido se ha alicuotado y conservado a -30°C hasta su

andlisis posterior.
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7. Expresion proteica recombinante en células eucariotas

En los experimentos de expresion proteica recombinante en células
eucariotas se ha utilizado la linea celular COS-7 (African green monkey kidney
fibroblast cell line; ECACC).

7.1. Cultivo celular

Las alicuotas comerciales de las células COS-7 se han propagado y mantenido
en frascos de cultivo celular de 75 cm?2 (BD Falcon) conteniendo 12.0 ml de medio
D-MEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Invitrogen) complementado con
10% suero bovino fetal (SBF; Invitrogen), mezcla 1x de penicilina-estreptomicina-
glutamina (Invitrogen) y 1 mM piruvato sédico (Invitrogen) en un incubador a
37°Cyun 5% de CO2. Las células se han subcultivado aintervalos regulares antes
de ser confluyentes utilizando un método estdndar de tripsinizacion.

7.2. Transfeccion

Las tfransfecciones celulares se han realizado en placas de cultivo de 12 pocillos
(3.8 cm2/pocillo). El dia previo a la fransfeccion, se han sembrado 80000 células/
pocillo. Elnumero de células se ha determinado utilizando un contador automdatico
(Countess automated cell counter, Invitrogen). El dia de la fransfeccion se ha
sustituido el medio de cultivo completo por un medio de cultivo sin antibidticos.
La fransfeccion celular con los plasmidos portadores de secuencias clonadas,
bajo el control del promotor de Cytomegalovirus (CMV), o con el vector vacio se
ha llevado a cabo con el agente de transfeccion Lipofectamine LTX (Invitogen) y
el aditivo destinado a mejorar la eficacia de la transfeccion, PLUS Reagent
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los complejos entre el ADNp
y el agente de transfeccion, destinados para cada pocillo, se han formado en un
tubo Eppendorf conteniendo el ADNp diluido en 200 yl de medio Opti-MEM |
Reduced Serum Medium (GIBCO) y Plus Reagent. Se han utilizado diferentes
cantidades de ADNp entre 0.2-3.5 ug. Por cada pg de ADNp se ha anadido 1
de Plus Reagent. Esta mezcla se incubd 10 min a temperatura ambiente. A
continuacion se incorpord el reactivo Lipofectamine LTX (1:3, ug:ul respecto al
ADNp), se incubo la mezcla final durante 30 min a temperatura ambiente, y se
anadieron 200 ul de la reacciéon a las células en cada pocillo de la placa de
cultivo. Después de 48 h de la incubacion de las células COS-7 en presencia de
los complejos, los extractos de las células fransfectadas, asi como los medios de
cultivo correspondientes, se han analizado por SDS-PAGE seguido por Western
blot con
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Tabla 7. Cepas de E.coli utilizadas

Cepa Fabricante  Caracteristicas

BL21 (DE3)pLysS Invitrogen Contiene el lisogen ADE3 portador del gen T7 ARN polimerasa
bajo el control del promotor lac UV5. Portan el pldsmido pLysS
que le confiere resistencia a CAM.

Rosetta-gami 2 (DE3) Novagen Facilita la expresion de proteinas eucariotas que contienen
codones raramente usados en E. coli, son portadoras del
pldsmido pRARE2 que le confiere resistencia a CAM.

BL21-Gold (DE3) Stratagene  Proporciona una elevada eficacia de la expresiéon dado que
son deficientes para dos proteasas que podrian degradar las
proteinas recombinantes. Son compatibles con los sistemas
de expresion proteica que utilizan el promotor T7 ARN polimerasa.

CAM - cloranfenicol.

los anticuerpos relevantes. Del mismo modo las células COS-7 han sido simulta-
neamente co-fransfectadas con plasmidos diferentes (véase Capitulo 3 de Re-
sultados). En algunos experimentos, las células COS-7 fransfectadas se han culti-
vado en el medio D-MEM complementado con inhibidores de la actividad
proteolitica (100 uM Leupeptin o 80 uM Chloroquine; Sigma) o con 400 ng/ml de
los péptidos sintéticos (FL-DE2-NPPB, PLP, KSW; para mds detalle véase el Capitulo
3 de Resultados, Fig. 39). El péptido FL-DE2-NPPB porcino ha sido sintetizado porla
compania GenScript, mientras que los péptidos PLP y KSW han sido generados
por Davids Biotechnologie. En los experimentos de co-inmunoprecipitacion (Elion,
Wang, 2004), las células COS-7 han sido co-fransfectadas con una construccion
fusionada al epitopo myc y otra al epitopo FLAG. Después de 48 h, las células
co-transfectadas se han incubado (sobre hielo) en el tampdn de lisis (50 mM Tris,
pH 8.0; 200 MM NaCl; TmM EDTA; 1% TX-100, complementado con inhibidores de
proteasas), en agitacion durante 15-30 min. Las alicuotas (100.0 ul) de los corres-
pondientes sobrenadantes (20000 g, 20 min, 4°C) han sido incubadas con 30.0 pl
de la suspension de los granulos de agarosa anti-FLAG (Sigma) en agitacion du-
rante la noche a 4°C. Los granulos se han lavado con el tampdn de lisis y las
proteinas se han eluido de la resina por competicion con el péptido 3xFLAG se-
gun las recomendaciones del fabricante. Los eluados se han separado mediante
SDS-PAGE seguido por Western blot con los anticuerpos anti-FLAG o anti-myc (To-
rrado et al., 2005). En algunos experimentos, las células transfectadas con la cons-
truccion de NPPB han sido cultivadas en presencia de péptidos sintéticos que
han comprendido la secuencia completa (FL) o secuencias parciales de
aminodcidos (aa) de DE2-NPPB porcino, PLP y KSW (véase Capitulo 3 de Resulta-
dos; Fig. 39). Las muestras de los péptidos respectivos se han mezclado con el
reactivo Transport Protein Delivery (Lonza) antes de ser anadidos al medio de cul-
tivo para una concentracion final de 400 ng/ml. Los cambios en el estado de las
células
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Figura 10. El equipo RTCA SP (A) y esquema del principio de la medicién de la impedancia (B)
(modificado de: RTCA SP Instrument Operator’s Manual, Roche). A - El equipo RTCA (Real-Time
Cell Analyzer) SP (Single Plate) consta de los siguientes 4 componentes principales: (1) RTCA Con-
frol Unit, (2) RTCA Analyzer, (3) RTCA SP Station y (4) E-Plate 96. La esencia del sistema lo constitu-
yen los arrays de microelectrodos infegrados en el fondo de cada uno de los 96 pocillos de la
placa electrénica (E-Plate). La E-Plate se acopla al RTCA SP Station previamente instalado en el
interior del inculbbador. RTCA SP Station transmite las senales electronicas a RTCA Analyzer, siendo
los datos posteriormente procesados y visualizadas mediante RTCA Control Unit. B - El equipo
detecta y cuantifica de manera no invasiva los cambios en la impedancia (Z) eléctrica de los
microelectrodos, es decir la oposicidon que presenta el circuito al paso de la corriente. Previamen-
te alinicio de cada experimento se determina la linea base de laimpedancia, es decir el valor de
laimpedancia correspondiente al medio de cultivo libre de células (Z,). Tras la inoculacion celular
en E-plate el valor de la impedancia se incrementard proporcionalmente (Z,, Z,) en dependencia
de la adhesiéon y la propagaciéon celular, dado que las células adheridas actuan como aislantes
locales sobre el micrelectrodo. Adicionalmente ofras condiciones celulares incluyendo la viabili-
dad y morfologia celular afectan la impedancia del electrodo. El equipo permite monitorizar
continuamente y en tiempo real cada uno de los 96 pocillos de la placa y durante las horas o dias
previamente definidos. Finalmente el equipo presenta los resultados expresados en el pardmetro
denominado Cell Index (Cl), definido como un valor autocalibrado derivado de la relacién de
impedancias y expresado con la siguiente férmula CI=(Z-Z)/15, donde Z es la impedancia en un
determinado tiempo durante el experimento, y Z, es la impedancia al comienzo del experimento.
Flechas negras hacia arriba en B - senal eléctrica.
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Figura 11. Experimento de titulacién celular de COS-7 en el equipo RTCA SP. Células COS-7, en la
cantidad indicada, han sido sembradas (por duplicado) en el tiempo 0.0 en una placa electro-
nica de 96 pocillos (E-Plate 96), conteniendo 100 pl de medio de cultivo D-MEM (suplementado
con: 10% SBF; 1x penicilina-estreptomicina-glutamina; TmM piruvato sédico, Invitrogen). Una vez
insertada E- Plate 96E-Plate 96 en RTCA SP Station (instalada denfro del incubador), los cultivos se
han monitorizado continuamente usando la tecnologia de impedancia mediante el equipo RTCA
SP durante 60 horas. En el grdfico se muestran los resultados correspondientes a la progresion del
indice celular en dependencia del tiempo indicando con barras verticales la desviacion tipica
correspondiente a cada duplicado. Consideramos 6ptima una curva de progresion del indice
celular que alas 24 horas tenga un valor de indice celular de aproximadamente 1/3 de su valor
maximo. Con este criterio, las tres primeras curvas (generadas a partir de las mayores densidades
celulares) han sido descartadas dado que alcanzan un valor méximo de indice celular a las 24
horas. Las dos Ultimas curvas (generadas a partir de las menores densidades celulares) han sido
descartadas por presentar una progresion excesivamente lenta del indice celular. Finalmente
hemos determinado que una inoculacién de entre 6000 y 3000 células genera una curva de
progresion 6ptima del indice celular con los criterios anteriormente expuestos.

transfectadas, tales como niUmero, morfologia, adhesidon o viabilidad celular, se
han monitorizado utilizando una plataforma de andlisis celular en tiempo real
(RTCA SP Station, Roche), instalado dentro del incubador, de acuerdo con Ias
recomendaciones del fabricante. Dado que este equipo es reciente, presenta-
mos los esquemas de sus bloques y comentamos brevemente el principio de la
definicidn de los pardmetros celulares (adhesion, propagacion y viabilidad celu-
lar) con el uso de dicho equipamiento (Fig. 10). Determinar una concentracion
celular 6ptima es el primer paso obligatorio para poder analizar la evolucion de
las variables celulares alo largo del tiempo experimental previsto. El ejemplo con-
creto se presenta y comenta en la Figura 11. Después de los experimentos de
titulacion
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celular, se han anadido a cada pocillo de la placa electréonica (E-Plate 96) 100
ul de la suspension celular apropiada (aproximadamente 4000 células). Después
de 24 h de incubacion, las células fueron transfectadas por cuadruplicado con
los pldsmidos portadores de DE2-NPPB, NPPB vy los pldsmidos control, la placa se
ha reinsertado en el Detector RTCA vy los cambios en el estado de las células
transfectadas se han monitorizado mediante el Analizador RTCA durante los si-
guientes 2 dias de cultivacion.

8. Transcripcion/traduccion in vitro

Se ha utilizado el sistema de transcripcion/tfraduccion in vitro derivado del uso del
lisado de reticulocitos de conejo (Hurst et al., 1996) y modificado por la compania
“Promega”. Las secuencias codificantes de las variantes del ankrd1 porcino se
han amplificado por RT-PCR a partir del ADNc, derivado del VI de los cerdos
neonatales, y se han clonado en el vector pcDNA3.1/myc-His B (Invitrogen), se-
gun se describe en el apartado 5. Los ADNp resultantes, precipitados vy
resuspendidos en agua libre de ARNasas se han expresado in vitro utilizando “TnT
T7 Quick Coupled in vitro Transcription/Translation (IVTT) System” (Promega) segun
las recomendaciones del fabricante basadas en la configuracion de los genes
clonados bajo control del promotor T7. Las reacciones de sintesis IVTT, en presen-
cia de metionina no marcada, se han realizado a 30°C durante 920 min. A conti-
nuacion, a cada reaccion IVTT se ha anadido 1/10 volumen de una solucion de
inhibidores de proteasas 10x (Roche). Finalmente las muestras se han desnaturali-
zado anadiendo un volumen igual de SBL 2X e incubdndolas a 100°C durante 5
min. Los correspondientes productos proteicos sinfetizados se han identificado
por Western blot con antficuerpos anti-myc (Sigma).
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IV. Resultados

Capitulo 1. El andlisis transcripcional revela la regionalizacion de la expresion
génica en el miocardio ventricular de cerdos recién nacidos

1.1. Infroduccion

El corazdn porcino neonatal representa un modelo natural para el estudio
de laremodelacion asimétrica (izquierda versus derecha) del miocardio ventricular
a nivel morfolégico. Después del nacimiento, los cardiomiocitos de ambos
ventriculos empiezan a hipertrofiarse en respuesta a las demandas hemodindmicas
postnatales que son distintas de las de la circulacidn fetal. Particularmente, el
ventriculo izquierdo (VI) se expone a una mayor carga de presidon en compara-
cion con el ventriculo derecho (VD), que se expone a una relativamente mayor
carga de volumen. Como resultado, el VI se somete a una répida hipertrofia
concéntrica, caracterizada por el crecimiento lateral de los cardiomiocitos, mien-
tras que el VD sufre hipertrofia excéntrica asociada con un crecimiento celular
longitudinal y una posterior remodelacion asociada a la dilatacion del VD. La
dicotomia entre hipertrofia concéntrica versus excéntrica se ha conocido hace
tiempo, pese a lo cual las diferencias tfranscripcionales entre el VI y el VD en ani-
males recién nacidos son en gran parte desconocidas, pero de especial interés,
debido a los diferentes papeles funcionales de los dos ventriculos después del
nacimiento. De la bibliografia disponible se pueden extraer indicios de la expre-
sidon asimétrica de algunos genes en el miocardio ventricular de cerdos recién
nacidos (Torrado et al., 2004; Quaglietta et al., 2008). Sin embargo, los datos no
son suficientes para demostrar una regionalizacion de la expresion génica global
en el Vl versus VD.

En el presente estudio, nos hemos centrado en el andlisis transcripcional a
gran escala para comparar las diferencias en los niveles de expresion génica en
el Vlen comparacién con el VD en cerdos recién nacidos. Dado que las platafor-
mas comercializadas de microarrays de ADN porcino estdn todavia poco desa-
rrolladas, hemos elegido, para el andlisis comparativo de la expresion génica, la
tecnologia de mRNA differential display (DDRT-PCR). A diferencia de los
microarrays, DDRT-PCR permite detectar cambios en la expresion génica entre
tejidos similares incluyendo los transcriptos conocidos y los todavia no caracteri-
zados generados por splicing alternativo (Steinau, Rajeevan, 2009). Esta estrate-
gia nos ha permitido: (1) llevar a cabo una valoracién global de genes cuya
expresion estd predominantemente asociada con el VI o con el VD y (2) destilar
la informacioén de la expresion génica global en un discreto conjunto de genes
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candidatos cuya expresion estd regionalizada en el miocadio ventricular neonatal.
1.2. Resultados

1.2.1. La tecnologia DDRT-PCR es suficiente para realizar un perfilado molecular
global del miocardio ventricular neonatal

Se ha estimado tedricamente que 20 oligonucledtidos arbitrarios en conjun-
to con 12 anclados serian suficientes para amplificar la mayor parte de las se-
cuencias de ARNm presentes en las células de mamiferos (Yang, Liang, 2004). En
este frabajo, hemos usado 23 oligonucledétidos arbitrarios y 10 anclados a la cola
poli(A) (véase la Tabla 4 del Capitulo: Materiales y Métodos), que resultaron

Oligonucledtidos anclados a la cola poli(A) (H1-H10)

H3 H4 H5 H6 H7 H8
(31|12 25 34 27 260
32 30 28 32| 321
25 30 22| 269
15|15 o | 167
19| 18 16| 201
31 335
30 31 344
23 18 12 10 23 15 21 26 16| 172
26 28 21 35[32]26 25 7 8| 230
7 4 4 8 3 2 6 4 0| 44
6 26 30| 208
20 29| 346
27| 28 32|19 28| 278
33 222122 10| 237
27 11[28]28 31 29 9| 220

34

Oligonucledétidos arbitrarios (A01-A24)

25 27 2626 0 34 12]29]| 219
291 30 28 31]133|33]30 29| 297
34 34 394
25 28 34 25| 30| 29| 26| 26| 291

19| 10]| 16| 24| 22| 31| 23| 33| 26 | 34| 238
23| 26| 28| 31| 30| 29 25| 27| 289

437 513 614 660 609 609 568 581 553 531] 5675

0-15 +
16-25 NUmero total de
26-35 fragmentos de
b 3645 ADN c amplificados

Figura 12. Representaciéon esquemadtica del nimero de los fragmentos de ADNc generados por
cada combinacién de los oligonucleétidos con los ADNc del VI o del VD de cerdos recién naci-
dos. La escala de colores refleja la eficacia de los oligonucledtidos en cuanto al nimero de las
bandas generadas (0-45). Las combinaciones de los oligonucledtidos que generaron por lo me-
nos una banda de distinta intensidad entre el VIy VD (“bandas de display”) estdn enmarcadas.
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Figura 13. Andlisis mediante DDRT-PCR de la expresion génica en los ventriculos izquierdo/dere-
cho (VI/VD) de cerdos recién nacidos. A y B -imdgenes representativas de geles con bandas de
DDRT-PCR amplificadas con seis combinaciones distintas de oligonucledtidos (HO7-A09, HO8-A19,
HO9-A19, HO4-A19, HO5-A19 y HO6-A19). Los patrones de bandas se reproducen eficazmente en
cada réplica. Geles PAAG no desnaturalizantes del 8% tenidos con SYBR Green . 200-2500 pb —
estdndares de tamano de ADN (GeneRuler DNA ladder mix, Fermentas).
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en 230 combinaciones del andlisis DDRT-PCR. Se han detectado un total de aproxi-
madamente 5600 fragmentos (Fig. 12) correspondientes a los transcriptos presen-
tes tanto en el VIcomo en el VD de cerdos recién nacidos. Es decir, bajo nuestras
condiciones experimentales, no se han detectado diferencias cuantitativas en la
expresion génica entre ambos ventriculos. Una muestra representativa de patro-
nes de bandas de DDRT-PCR se ilustra en la Figura 13.

El nUmero promedio de bandas generadas por una combinacion de
oligonucleotidos es de 26, el minimo 0 y el mdximo 45. Sobre el 70% de los pares
de oligonucledtidos producen 20 - 40 bandas (Fig. 14A). El andlisis de la distribu-
cion por tamano de las bandas generadas por DDRT-PCR revela una fraccion
menor de bandas de tfamano reducido (100-300 nt), mientras que los fragmentos
con un tamano desde 300 a 1000 nt, que son preferibles para el posterior clonaje
y secuenciacion, constituyen mas del 60% de todas las bandas amplificadas (Fig.
14B).
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Figura 14. Frecuencias de la distribucién del nGmero (A) y tamaiio (B) de bandas generadas por
DDRT-PCR.
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En conjunto, los resultados indicaron que, bajo nuestras condiciones experi-
mentales, los patrones de bandas-transcriptos generados por DDRT-PCR podrian
ser suficientes para un andlisis comparativo global de la expresidon génica en el VI
versus VD de cerdos recién nacidos.

1.2.2. El andlisis DDRT-PCR identifica los genes que se expresan diferencialmente
entre dos ventriculos de cerdos recién nacidos

La comparacion simultdneay en paralelo (“side by side”) de los ARNm entre
el VIy VD del corazdn de cerdos recién nacidos ha revelado que la mayoria de
los genes (97%) se expresan de un modo similar en ambos ventriculos. De un total
de 5600 bandas amplificadas, solo 153 bandas (de 300 a 1000 nt) demostraron las
diferencias cualitativas en cuanto a sus niveles de expresion entre ambos
ventriculos. De estos, 96 franscriptos estan enriquecidos en el VI (Fig. 15), mientras
que los restantes 57 son predominantes en el VD (Fig. 16).

Una vez detectados, los fragmentos que demostraron diferencias dobles en
su expresion entre los ventriculos (40 bandas) fueron recortados del gel,
reamplificados, clonados y secuenciados. La expresion diferencial de estos genes
se ha analizado posteriormente mediante gRT-PCR. De este modo, sobre el 80%
(32 bandas) de las bandas seleccionadas se ha confirmado que se expresan de
un modo diferencial en las dos cdmaras ventriculares de los cerdos recién naci-
dos (Tabla 8).

El andlisis bioinformdtico ufilizando el programa BLAST reveld que 6 de 32
fragmentos con expresion diferencial confirmada son potencialmente nuevos
transcriptos sin una similitud minimamente significativa con las secuencias alma-
cenadas en las bases de datos actuales, sugiriendo que pueden corresponder a
genes no caracterizadas o corresponder a regiones desconocidas de genes iden-
tificados. Las 26 secuencias de ADNc restantes han sido identificadas por compa-
raciones BLAST como genes relacionados con la modulacion de la expresion
génica (PTPLAD1, PHB2, CEP290, JMJD1C), regulacion del crecimiento celular y
diferenciacion (MSTN, MAP3K71P2, APOBECS3F), sensibilidad al estrés biomecdanico
y al ensamblaje miofibrilar (TTN, ANKRD1), contraccion muscular (TNNT2, ACTCI,
TPM2), remodelaje de la matriz extracelular (ADAMTS3, COL1A2), control del cal-
cio (SLC8A1) y metabolismo energéetico (ATP5C1, NDé).
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Figura 15. Ejemplos representativos de la expresiéon génica predominante en el ventriculo izquierdo
de cerdos recién nacidos (Geles PAAG no desnaturalizantes del 8% teihidos con SYBR Green I).
Flechas —las bandas (D106, D123, D132y D137) que se corresponden con los franscriptos relativa-
mente enriquecidos en el VI. Se muestran los pares de oligonucledtidos usados para las amplifica-
ciones de DDRT-PCR. VI/VD - ventriculo izquierdo/derecho. 200-2500 pb — estdndares de los tama-
nos de ADN (GeneRuler DNA ladder mix, Fermentas). NC — secuencia no caracterizada; PTPLAD1 -
protein tyrosine phosphatase-like A domain containing 1; TPM2 - fropomyosin 2 (beta); MSTN —
myostatin. Para mds detalles véase la Tabla 8.
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Figura 16. Ejemplos representativos de la expresion génica predominante en el ventriculo derecho
de cerdos recién nacidos (Geles PAAG no desnaturalizantes del 8% tenidos con SYBR Green I).

Flechas —las bandas (D51, D104, D145 y D146) que se corresponden con los transcriptos relafiva-

mente enriquecidos en el VD. Se muestran los pares de oligonucledtidos usados para las amplifi-

caciones de DDRT-PCR. VI/VD - ventriculo izquierdo/derecho. 200-2500 pb — estdndares de los

tamanos de ADN (GeneRuler DNA ladder mix, Fermentas). NC — secuencia no caracterizadag;

SLC41A1 -solute carrier family 41, member 1; APOBEC3F - apolipoprotein B mRNA editing enzyme,

catalytic polypeptide-like 3F; JIMID1C - jumonji domain containing 1C. Para mds detalles véase la

Tabla 8.
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Tabla 8. Andlisis de los transcriptos identificados por DDRT-PCR que se up-regulan en el VI/VD de
cerdos neonatales

Identificacién del Gen

N° Tamaio, Cambio en Simbolo del N° acceso Coincidencia Especies Funcién

banda VI/VD pb Oligos losfolds* gen GenBank pares de bases

D005 VI 250 HO1-A05  21+03 TIN AJ560658 98% S. Scrofa sistemasensor del estiramiento miofibrilar
D015 VI 500 HO3-A04 1.7£0.2 MAP3K7IP2 NM_015093 94% H. sapiens praliferacion y sefdizacion anti-apoptdtica
D024 VI 275 HO4-A01  1.5£02 TNNT2 AY277394 1% H. sapiens regulacion de la contraccion muscular

D034 VI 450 HO6-A03  2.1+0.3 ATPSCI1 NM_005174 86% H. sapiens sintesis de ATP

D036 VI 400 HO6-A04 42+03 ANKRD1 FJ475066 100% S.scrofa intrén 8 de ANKRDI

D046 VI 400 HO8-A01  20+03 ADAMTS3 BC132735 8% H. sapiens enzma de degradacién de la matriz extracelular
D106 VI 450 HO8-A07 22+ 0.4 sin homologia - - -

D123 VI 1400 HO06-A10 42+02 PIPLAD1 NM_001103316 90% B. tfaurus modulacion de la expresion génica

D128A VI 900 HO5-Al14  23+02 SLC8A1 NM_001112802 87% H. sapiens confrol del nivel de calcio

D128 VI %00 HO5-A14  32+05 CISH EU 532429 79% S.scrofa degadacion de proteinas en los lisosomas
D130 VI 800 HO4-A14  42+0.4 PDE3A XM_520783 77% P. froglodytes hidrdlisis de nucledtidos ciclicos

D132 VI 310 HO8-A15  56+04 TPM2 NG_011620 80% H. sapiens regulacion de la contraccion muscular

D133 VI 350 HI0-A13  21+04 SERPINB9 NM_004155 73% H. sapiens inactivacién de las serin proteasas

D134 VI 200 HOB8-A18 26+0.4 NDé AY063320 96% H. sapiens produccién de ATP

D137 VI 415 HO4-A18  2.6+0.4 MSIN AY208121 95% S.scrofa regulador negativo del crecimiento muscular
D144 VI 180 HO3-A18 40+02 ACICI1 FM212567 83% S.scrofa ensambldie del aparato contréctil

D147 VI 500 H02-A07  3.7+03 INHBA NM_214028 86% S.scrofa remodeldje del miocardio y reparacion tisular
D151A VI 435 HO5-A07  2.1+0.3 sin homologia - -

D151B VI 435 HO5-A07  1.6+02 COL1A2 NG_007405 77% H. sapiens formacion del coldgeno fibrilar

D153 VI 300 HO5-A02  1.6£03 PHB2 NM_001046198 80% B. tauwus regulacion de la represion transcripcional
D155 VI 930 H10-A23 92+03 ANKRD1 NM_213922 100% S.scrofa sistema sensor del estiramiento miofibrilar

D162 VI 930 HO05-A23  4.1+0.5 sin homologia - - -
D165 VI 1000 HO03-A24 2.1+0.4 sinhomologia - -

D170 VI 360 HO6-A21 10.8+0.7 NPPB NM_213846 100% S.scrofa exén 1y 3de NPPB*

D006 VD 400 HO1-A05 2.5+ 0.4 sin homologia - - -

D42B VD 600 HO7-A01  3.1+02 CEP290 NM_025114 8% H. sapiens acfivacion de la transcripcién (via el factor ATF-4)
D050 VD 450 HO8-A04 20+0.5 SPIBN1 AB371586 92% H. sapiens determinacion del fipo celular

D051 VD 400 HO8-A05 1.9+02 SLC41A1 NM_173854 78% H. sapiens fransportador de magnesio

D103 VD 350 HO6-A12 5502 TNMD XM_001088536 9% M. mulatta inhibidor de la angiogénesis

D104 VD 900 H04-A07  2.1+0.3 APOBECS3F FJ042939 83% S.scrofa control del crecimiento y del ciclo celular

D145 VD 375 HO8-A19 3.3+ 0.4 sin homologia - - -

D146 VD 850 HO5-A13  1.9+02 JMID1C NM_032776 9% H. sapiens activacion transcripcional dependiente de hormonas

*Cambios en los folds determinados por gPCR. **La secuencia de la banda D170 presenta
homologia con las secuencias del exén 1y 3 del gen porcino nppb.

ACTC1 -actin, alpha, cardiac muscle 1; ADAMTS3 - ADAMmetallopeptidase with thrombospondin
type 1 motif 3; ANKRD1 - ankyrin repeat domain 1 (muUsculo cardiaco); ANKRD1-i8 - ANKRD]
retaining intron 8; APOBECS3F - apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like
3F; ATF-4 - activating franscription factor 4; ATP5C1 - ATP synthase, H* transporting, mitochondrial
F1 complex, gamma polypeptide 1; CEP290 - cenfrosomal protein 290kDa; COL1A2 - collagen,
type |, alpha 2; CISH- cathepsin H; INHBA - inhibin, beta A; JMJD1C - jumonji domain containing
1C; MAP3K7IP2 - mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 2; MSTN -
myostatin; NDé - mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 6; NPPB - nafriuretic peptide
precursor B; PDE3A - phosphodiesterase 3A, cGMP-inhibited; PHB2 - prohibitin 2; PTPLAD1 - protein
fyrosine phosphatase-like A domain containing 1; SERPINB9 - serpin peptidase inhibitor, clade B
(ovoalbumina), member 9; SLC41A1 - solute carrier family 41, member 1; SLC8A1 - solute carrier
family 8 (intercambiador de sodio/calcio), member 1; SPTBN1 - spectrin, beta, non-erythrocytic 1;
TNMD - tenomodulin; TNNT2 - froponin T type 2 (cardiaca); TPM2 - fropomyosin 2 (beta); TIN - titin.
VI/VD; ventriculo izquierdo/ventriculo derecho. pb; pares de bases.
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La Tabla 8 presenta los genes identificados con expresion diferencial entre
los dos ventriculos y proporciona detalles del grado de la modulaciéon de la ex-
presion VI/VD dependiente y sus funciones conocidas. De los genes que se expre-
san diferencialmente, se destaca un nUmero reducido de los franscriptos cuyos
niveles de la expresion se caracterizan por una diferencia, al menos en 4 veces
entre los dos ventriculos (PTPLAD1, TPM2, ACTC1, ANKRD1, ANKRD1-i8, PDE3A, D162,
TNMD, D170). Segun este criterio, es posible especular que estos genes sean can-
didatos en el andlisis de las manifestaciones moleculares relacionadas con la
remodelacion hipertréfica del VI (hipertrofia concéntrica) en comparacion con
el VD (hipertrofia excéntrica).

MSTN (miostatina), con la expresion predominante en el VI de cerdos recién
nacidos, también podria ser un candidato interesante, teniendo en cuenta sus
papeles en la hipertrofia y proliferacién celular. Recientemente, se ha demostra-
do que MSTN es un potente represor de la proliferaciéon de cardiomiocitos, y que
la inactivacion condicional del gen mstn in vivo resulta en el desarrollo de la hi-
pertrofia excéntrica asociada con un aumento de la sensibilidad de los
cardiomiocitos ventriculares a la estimulacion beta-adrenérgica (Rodgers et al.,
2009; Callis et al., 2009). Nosotros, por lo tanto, examinamos la expresion de este
gen en ambos ventriculos en estados avanzados del desarrollo postnatal porcino
cuando las diferencias morfoldgicas entre los distintos patrones de la hipertrofia
ventricular se ponen de manifiesto, p.e. en cerdos de 20 dias de edad. Si en cer-
dos recién nacidos el grosor de la pared libre es similar en ambas ventriculos, en
cerdos de 20 dias de edad, el grosor de la pared libre del VI supera al del VD en,
al menos, 2 veces (Fig. 17). Elratio VI/VD de los niveles del ARNm de MSTN encon-
trado en cerdos recién nacidos (2:1) se cambia significativamente en animales
de 20 dias (6:1) debido a la up-regulacion de mstn en el VI de este Ultimo grupo,
mientras que los niveles de expresidon de mstn en el VD se mantienen similares en
los dos grupos estudiados (Fig. 18). Los resultados indican que en cerdos, en los
estadios avanzados del desarrollo postnatal, el proceso de la remodelaciéon
hipertrofica del VD (hipertrofia excéntrica) estd asociada con el mismo bajo nivel
de la expresion de mstn que se detecta en el VD al nacimiento. Estos datos son
complementarios a los que ya citamos anteriormente y segun los cuales la dismi-
nucién de la expresion de mstn favorece al desarrollo de la hipertrofia excéntrica
(Rodgers et al., 2009; Callis et al., 2009).

En su conjunto, la comparacion de la expresion génica entre el VIy VD de

cerdos recién nacidos, cuando las condiciones de la carga hemodindmica en-
tre el VI'y VD se cambian dramdticamente en comparaciéon con el periodo fetal,
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permitié identificar genes cuya expresion estd diferencialmente regulada entre
las dos cadmaras ventriculares antes de las manifestaciones morfolégicas de la
hipertrofia concéntrica (VI) o excéntrica (VD).

Recién nacidos

Figura 17. Dimensiones cardiacas (A, B) y secciones transversales del ventriculo izquierdo/dere-
cho (C, D) de cerdos neonatales. A, B - |os niveles de las secciones tfransversales se indican me-
diante lineas de puntos. C, D - los bordes de la pared libre del VI/VD (el grosor de la pared) estén
marcadas por flechas blancas. VI/VD - ventriculo izquierdo/derecho.

1.3. Comentario: Logros y propuestas

La técnica de DDRT-PCR, que fue desarrollada por primera vez en 1992 (Liang,
Pardee, 1992), es todavia el método de preferencia para una comparacion de
los patrones de expresion génica entre muestras que son muy similares, y a menu-
do resulta en la identificacion de los transcriptos no abundantes, raros o de nue-
vas formas del splicing alternativo (Shen, 2001; Tesfaye et al., 2003; Steinau,
Rajeevan, 2009).
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Figura 18. Estimacion de los niveles de ARNm de myostatin (MSTN) en el VI y VD de cerdos
recién nacidos y de 20 dias. A - Grdfico representativo del andlisis gPCR de los niveles de
ARNmM MSTN (gen diana) y RPL19 (gen de referencia) en el VI (rojo) y VD (azul) de ftres
corazones de cerdos de 20 dias. Flechas — ciclo umbral (CT - threshold cycle). FT — umbral de
fluorescencia (fluorescence threshold). ACT — diferencias en los ciclos umbrales para los genes
diana y de referencia. NTC — controles sin femplate. B = niveles de ARNm de MSTN en el VI/VD
de cerdos recién nacidos y de 20 dias. *p<0.05, cerdos recién nacidos (n=3). #p < 0.05, cerdos

Niveles relativos de ARNm de MSTN

0.0
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VI

VD

Recién nacidos
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de 20 dias (n=3). VI/VD- ventriculo izquierdo/ventriculo derecho.
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Usando la variante de DDRT-PCR no radiactiva, identificamos los transcriptos
gue muestran diferentes niveles de expresion entre el VIy VD de cerdos recién
nacidos. Estas diferencias no se correlacionan ni con el volumen celular de los
cardiomiocitos (Beinlich et al., 1995) ni con el grosor de la pared ventricular (véa-
se Fig. 17C), que son practicamente iguales en ambos ventriculos de los animales
recién nacidos. El contenido de los marcadores establecidos de la hipertrofia
conceéntrica (beta-myosin heavy chain y myosin light chain 2 ventricular) es similar
en ambos ventriculos de cerdos recién nacidos (Torrado et al., 2004). Por otra
parte, los niveles de expresion del cofactor transcripcional, myocardin, que indu-
ce la hipertrofia de los cardiomiocitos ventriculares (Badorff et al., 2005; Xing et al.,
2006), son iguales en ambos ventriculos de estos animales (Torrado et al., 2003).
Por lo tanto, parece razonable interpretar las diferencias en la expresion génica
detectadas en nuestro trabajo como el reflejo de una predisposicion molecular
diferente del miocardio izquierdo/derecho a los cambios en las cargas
hemodindmicas que se producirdn poco después del nacimiento, cuando el VI
se expone preferiblemente a una sobrecarga de presion (condicion que favore-
ce la hipertrofia concéntrica) en comparacion con el VD que se expone preferi-
blemente a una sobrecarga de volumen (condicion que favorece la hipertrofia
excéntrica).

La gran mayoria de los tfranscriptos que se expresan diferencialmente entre
el VI y VD de cerdos recién nacidos corresponden a los genes que no se han
identificado previomente como los genes con la expresion asimétrica en el
miocardio ventricular, con la excepcion de aquellos que codifican para: beta-
spectrin (Tabibiazar et al., 2003); ANKRD1 (Torrado et al., 2004); NPPB (Kaufman et
al., 2008; Torrado et al., 2004); calcium ATPase, matrix metalloproteinases, type 1
procollagens, y troponin (Chugh, 2003). Adicionalmente, se ha demostrado el
enriguecimiento de los transcriptos de fibronectina, alpha-myosin heavy chain y
transforming growth factor (Boluyt et al., 1994), cytochrome ¢ oxidase e isoformas
cardiacas de uncoupling proteins (Zungu et al., 2008) en el VI en comparacion
con el VD en roedores.

En el presente trabajo, el andlisis bioinformatico de los 32 ADNc selecciona-
dos reveld al menos dos secuencias que podrian corresponder a las variantes de
splicing alternativo de los genes que juegan un papel importante tanto en la
hipertrofia como en la insufiencia cardiaca, en concreto: (1) ankyrin repeat domain
1 (ANKRD1) y (2) natriuretic peptide precursor B (NPPB). En este sentido, la secuen-
cia de la banda D36 (véase la Tabla 8) es completamente idéntica a la
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localizada dentro del infron 8 del gen porcino ankrd1 mientras que el fragmento
D170 (véase la Tabla 8) presenta homologia con las secuencias del exon 1y 3
(pero no con el exdn 2) del gen porcino nppb. Por todo ello, seria interesante
probar si desarrollando el estudio de estos tfranscriptos parciales pudiésemos iden-
tificar y caracterizar nuevas variantes de ANKRD1 y NPPB. Como se demostrard a
contfinuacion, los andlisis realizados segun esta dicotomia experimental resulta-
ron en la identificacion, caracterizacion y andlisis de la expresion de nuevas va-
riantes/isoformas de ambos genes bajo diferentes condiciones experimentales.
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IV. Resultados

Capitulo 2. ANKRD1/CARP: La retencién de intrones genera las variantes nuevas
que se expresan en el miocardio normal y patolégico

2.1. Infroduccion

La proteina ankyrin repeat domain 1 (ANKRD1), también conocida como
cardiac ankyrin repeat protein o CARP, pertenece a la familia de muscle ankyrin
repeat proteins (MARPs) que incluye, aparte de ANKRD1, proline-rich ankyrin repeat
protein (ANKRD2/ARPP) y diabetes related ankyrin repeat polypeptide (ANKRD23/
DARP). Todos los miembros de esta familia proteica se caracterizan por: (1) la
presencia de cuatro repeticiones del dominio ankyrin en su region C-terminal (véa-
se Fig. 23), (2) la capacidad para interaccionar con la proteina flamentosa elds-
tica del tejido muscular, titina, y (3) una doble distribucion nuclear y sarcomérica
similar en los miocitos del corazén y musculo esquelético (Granzier, Labeit, 2004;
Miller et al., 2004; Mikhailov, Torrado, 2008).

Inicialmente, la proteina ANKRD1 ha sido identificada como un co-factor de
transcripcion implicado en la regulacion de la expresion génica cardiaca duran-
te el desarrollo fetal (Zou et al., 1997). Mds tarde, ankrd1 ha sido caracterizado
como un gen inducible que se sobre-expresa en el corazén fetal, postnatal y
adulto en respuesta a multiples formas de estrés cardiovascular (Mikhailov, Torra-
do, 2008). Aunque las funciones de ANKRD1 en el miocardio no estdn todavia
bien delineadas, los resultados experimentales disponibles enfatizan el papel de
esta proteina en: (1) la protecciéon de las células cardiacas (Han et al., 2005) y
endoteliales microvasculares (Samaras et al., 2007) frente a la apoptosis y (2) la
respuesta adaptativa del miocardio ventricular al estrés biomecdnico,
remodelacion hipertrofica y disfuncion sarcomérica (Miller et al., 2003; Blais et al.,
2005; Mikhailov, Torrado, 2008). Ademas, ankrd1 ha sido fambién identificado como
un gen candidato que puede jugar un papel importante en el proceso del desa-
rrollo de la insuficiencia cardiaca congénita (Cinquetti et al., 2008) y de la
cardiomiopatia hipertréfica (Arimura et al., 2009), dilatada (Duboscg-Bidot et al.,
2009; Moulik et al., 2009) o arritmogénica (Wei et al., 2009).

El gen ankrdl, estructurado en 9 exones y los respectivos 8 intfrones, estd alta-
mente conservado en mamiferos. En la bibliografia disponible no hemos encon-
trado referencias a las formas de splicing alternativo del ANKRD1, excepto al
transcripto maduro sin intrones que codifica un producto proteico con un peso

87



molecular aparente de 39-40 kDa (Zou et al., 1997; Torrado et al., 2004, 2006).
Recientemente, se han publicado los resultados preliminares que permiten
suponer que un transcripto de ankrd1 con retencidn de intfrones se exprese en los
cardiomiocitos neonatales de rata en respuesta a una estimulacién con endotelina
(Cullingford et al., 2008).

Aunque un nivel alto del ARNm del gen ankrd1, inducido en el miocardio por
el estrés, resulta de una rdpida activacion de la transcripcion del gen (Kanai et
al., 2001), existen ciertas indicaciones que permiten suponer que la regulacion
post-tfranscripcional podria también jugar un papel importante en el manteni-
miento de altos niveles del transcripto y la abundancia de la proteina ANKRD1 en
el miocardio estresado (Zolk et al., 2003; Samaras et al., 2007; Witt et al., 2008).

La retencidon de infrones es uno de los mecanismos de la regulacion post-
transcripcional de la expresion génica enrespuesta a varias condiciones de estrés
(Nurmi et al., 2005; Bowman et al., 2006; Yoshida et al., 2006; Fernandes et al.,
2007). Asi, estd demostrado que la presencia de un intrén en un transcripto madu-
ro puede aumentar tanto la expresion génica (Korb et al., 1993; Le Hir et al., 2003;
Nott et al., 2003; De Jaco et al., 2005) como la estabilidad del franscripto (Wang et
al., 2007; Zhao, Hamilton, 2007).

A contfinuacion, presentamos los resultados de la identificaciéon y caracteri-
zacion de las variantes de splicing del franscripto primario ankrd1 no reconocidas
previamente, cada una caracterizada por la retencion de diferentes intrones en
la version final de los ARNms que se expresan en el miocardio neonatal y adulto
en cerdos y humanos tanto en condiciones normales como patoldgicas. El punto
inicial crucial para desarrollar este bloque experimental ha sido la identificacion
(utilizando la tecnologia DDRT-PCR) de un transcripto parcial (es decir, la banda
D36, véase la Tabla 8 del Capitulo 1: Resultados) cuya secuencia reveld un ali-
neamiento perfecto con la secuencia localizada dentro del intrén 8 del gen por-
cino ankrdl.

2.2. Resultados

2.2.1. Las variantes del gen ankrd1 que retienen el intrén 8 se expresan en el cora-
z6n porcino neonatal

En el proceso del andlisis franscripcional de la regionalizaciéon de la expre-
sidn génica en el miocardio ventricular de cerdos recién nacidos (véase Capitulo
1: Resultados) hemos detectado, entre otfras, cinco bandas relativamente
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enriguecidas en los patrones de amplificacién del VI en comparacién con el VD
(bandas DD36, DD155, DD159, DD160y DD161; Véase Fig. 19A-C). Estos fragmen-
tos fueron reamplificados, clonados y secuenciados; la identificacion posterior se
llevd a cabo por andlisis BLAST. Las secuencias de las bandas DD155, DD160 y
DD161 (Fig. 19B-C) demostraron una homologia completa con las secuencias del
exon 8-9 del tfranscripto ankrd1 porcino (Fig. 20A). En la separacion electroforética
de los productos del DDRT-PCR se ha observado una diferencia en el tamano
(»100 pb) entre los fragmentos DD160y DD161, aunque se ha usado el mismo par
de oligonucledtidos para su amplificacion (oligonucledtidos A23-H04; Fig. 19C). El
andlisis de las secuencias ha revelado que la razén aparente para que el ADNc
DD161 esté truncado es la presencia de una cadena de adeninas adicional (lo-
calizada 100 pb upstream de la cola poli(A) canonica del transcripto ANKRDT1)
que permite al oligonucledtido HO4 hibridar. En general, estos resultados repre-
sentan una confirmacion adicional de la distribucion predominante del transcripto
de ANKRD1 sin intrones en el VI de cerdos recién nacidos (Torrado et al., 2004).

Los otfros dos fragmentos (las bandas DD36 y DD159; véase Fig. 19A, C), am-
plificados con el uso de diferentes combinaciones de oligonucledtidos, no Mos-
traron similitudes significativas con las secuencias de algun ARNm completo

A B C
oligonucledtidos: A04-HO6 A23-H10 A23-H04
Vi VD Vi VD Vi VD
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
pb | = { | pb pb
;ggg: i . l i |: I gggg_ 2000
1200 = = H 2000 S — — i DD159
1031 o — e 1200 2 B
s — 88— 8| 1297 DD155 1031] _ DD160
800 | et b el el 193] e s 7 e e
700 G H 8007 222: —_— =
6001 S Bl B B 7007 et S— — DD161
500 ' coo— W e - 700-
400 - vDD36v | el B 500
i S 400-] 600 N - - -
3007 - 300 5007

Figura 19. Identificacion de las variantes de splicing de ankrd1 porcino. A-C- patrén de bandas
representativo en los andlisis de DDRT-PCR que muestra los fragmentos de PCR up-regulados en el
ventriculo izquierdo (VI) en comparacién con el ventriculo derecho (VD) de cerdos recién naci-
dos (las muestras se han cargado por duplicado). Geles de poliacrilamida no desnatfuralizantes
del 8% tenidos con SYBR Green I. Las flechas negras indican las bandas del display que demues-
fran una expresién predominante en el VI, que han sido reamplificadas, clonadas y secuenciadas.
El andlisis de las secuencias ha revelado que las 5 bandas corresponden a diferentes transcriptos
del gen ankrdl. En la izquierda- estdndares del tamano del ADN (GeneRuler DNA ladder mix;
Fermentas).

89



A

153 204 156 199 = 0,2 kb
—-> > > €«
1 2 34 5 678 9
Gen porcino ankrd1=f} i L] i H Lo
DD 3G~ -~~~
182 3'RACE
DD159 —
DD155, DD16

B ot

oligonucleétidos: 153-199 204-199 156-199
L RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+

pb

C 125 5| o 7 A s LI T, 7T L Ll L7 T L
- JA0OEE 3" -BO0ERE8— -EOEO—
- JO0Og0an-- -0Ooooan”- - GaEns-

ankad1 | .  —
,CT

ankrd1-i8 irnnngug ' i8 L 9]
CT

ancar7s  IERBOEITY s EC—
T

ankrd1-i6.7.8 &aﬂﬂﬂis i7 ac 8 9 ]

Figura 20. Caracterizacion de las variantes de splicing de ankrd1 porcino generadas por retencion
de intrones. A - representacion esquemdtica del gen ankrd] porcino (GenelD: 396959), fragmen-
tos DD36 y DD159, sus productos de PCR 3'-RACE (flechas con lineas de puntos), y fragmentos
DD155,DD160y DD161 (después del alineamiento de las secuencias de los fragmentos con la del
genankrd] porcino). Los exones estdn indicados con rectdngulos negros numerados y los intrones
con lineas horizontales grises. Se muestra la localizacién aproximada de los oligonucledtidos para
el andlisis de PCR. B - expresién de tres variantes de splicing de ankrd] (a, b, c) se revela por PCR
a partir del ADNc (que se ha sintetizado con un oligo-dT) procedente del VI porcino usando los
pares de oligonucledtidos que se indican. Las reacciones se han cargado por duplicado usando
diluciones (2x) de ADNc (RT+). RT-: control no-RT. L- tamano de los estdndares de ADN (GeneRuler
DNA ladder mix; Fermentas). C - representacion esquemdtica de la organizacion estructural de
cada uno de los productos de PCR generados por retencion de: (a) intrones 6, 7 y 8, (b) intrones 7
y 8,y (c) intron 8. Los exones e intrones (i) estdn representados en negro y gris, respectivamente. D
- estructura proteica de las variantes de ankrdl sin infrones y que retienen intrones. CT- coddn de
terminacion.
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conocido, pero resultaron completamente idénticos a las secuencias localizadas
dentro del intfron 8 del gen ankrd1 porcino (Fig. 20A), asi como, a varias secuen-
cias EST (Fig. 21A). Adicionalmente, la banda DD159 contiene un framo de se-
cuencia que revela alineamiento perfecto con la secuencia dentro del exdon 8
del gen ankrd1 porcino (véase Fig. 20A). Aungue las secuencias de las bandas
DD36y DD159 se han localizado dentro delintron 8, no se solapan. La RT-PCR, con
el uso de un oligonucledtido directo, que se hibrida en la unidon del exén 8/intron
8 de la secuencia de DD159, y un oligonucledtido reverso, que se hibrida con la
secuencia de DD36, resultd en la generacion de los amplicones, cada uno de los
cuales contiene las secuencias DD159 y DD36 inter-posicionadas por 160 pb (do-
tos no mostrados).

En su conjunto, hemos interpretado estos resultados como una indicacion
de que varios transcriptos del gen ankrdl, sin o con intrones, se co-expresan en el

A P . . . EST N° acceso
Codigo decolores para las puntuaciones de los alineamientos Blast Hits GenBank  Especies Tejido
<40 40-50 80-200 *>=200
[ secuenciaconsulta: Sus serofa ankrdfintrén8 ] 1 AJ961702  Susscrofa pulmén
| ] | ] | ] 2 AJ962178  Susscrofa pulmén
0 500 1000 1500 2000 2500 3 BF711640  Susscrofa mezcla (feto)
4 BX9 21 943 Sus scrofa mezcla (feto)
DD159 DD36 5 EW151074  Susscrofa oo
! 1 6 DV793373 Bostaurus musculo esquelético
7 EV933438  Susscrofa corazén
4 10 3 8 DV79642 Bostaurus muUsculo esquelético
N - g_ 9 EV931382  Susscrofa corazén
16 — 1 1] — —14 10 EW235351  Susscrofa corazén
17 e— —— 15 11 EW232362  Susscrofa corazén
12 GH327068 Bostaurus musculo esquelético
13 CX007110  Canis lupus corazén
14 CF614724  Bostaurus musculo esquelético
15 BF856062 Homo sapiens préstata
16 GH321676 Bostaurus muUsculo esquelético
17 GH327216 Bostaurus muUsculo esquelético
B
<40 40-50 80-200 »>=200
EST N° acceso
W BlastHits GenBank Especies Tejido
0 20 40 60 80 100 120
4 1 GH327216 Bostaurus musculo esquelético
2 2 GH321676 Bostaurus musculo esquelético
3 3 DV796602 Bostaurus musculo esquelético
6 S 4 DV794769 Bostaurus musculo esquelético
5 CX007111  Canis lupus corazén
c 6 GH330541 Bostaurus muUsculo esquelético
<40 40-50 80-200 >=200
[ Secuenciaconsulta: Sus scrofa ankrdfintrén6 ] EST N° acceso
| ] | | ] ] Blast Hits GenBank E species Tejido
0 2 40 60 80 100
1 1 GH327216 Bostaurus musculo esquelético

Figura 21. Resultados del andlisis BLAST para los intrones 8, 7 y 6 del gen ankrd1 porcino en la base
de datos NCBI EST. Las secuencias del infron 8 de ankrd] porcino (A), delintron 7 (B) y del intréon 6
(C) fueron usadas como consultas. Para cada consulta se muestran la grafica con el alineamien-
to segun la puntuacion (izquierda) y la tabla con el resumen (derecha). A — de los 17 ESTs con
similitud a la secuencia del infrén 8 de ankrdl porcino, once derivan de ESTs de las librerias de
expresion en el corazén y musculo esquelético. Los rectdngulos blancos — bandas DD159 y DD36
(véase la Fig. 19). B = todos los ESTs con similitud a la secuencia del infron 7 de ankrd] porcino se
expresan en los tejidos del corazén y del musculo esquelético. € - EST (con una minima puntua-
cion de alineamiento) con similitud a la secuencia del intrén 6 de ankrd1 porcino se expresa en
el tejido del musculo esquelético.
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miocardio ventricular de cerdos recién nacidos, con niveles mas altos en el VI en
comparaciéon con el VD.

2.2.2. Varias configuraciones de los transcriptos de ankrd1 que retienen el intrén 8
se detectan en el corazén porcino neonatal

Basandose en los resultados de la identificacion de las bandas DD36y DD 159
como los transcriptos parciales con la homologia nucleotidica con el intron 8 del
gen ankrd1 porcino, aplicamos distintas estrategias para determinar las secuen-
cias correspondientes completas. La amplificacion del extremo 3' de la secuen-
cia DD36 (oligonucledtido directo 182) y de la DD159 (oligonucledtido directo
183), mediante PCR para 3'-RACE, resultdé en la generacion de los amplicones
conlas secuencias correspondientes alas del infron 8 y del exdn 9, indicando que
las bandas DD36y DD 159 si que pertenecen alos transcriptos ankrd1 que retienen
elintron 8 (véase Fig. 20A). Desafortunadamente, la amplificacion del extremo 5’
mediante RACE de cada una de estas bandas (usando un oligonucledtido rever-
so complementario al oligonucledtido directo 182) no fue suficientemente eficaz
para el andlisis posterior.

Debido a este problema y para extender las secuencias DD36 y DD159 al
extremo 5 , aplicamos el andlisis mediante RT-PCR con el uso de los
oligonucledtidos especificos de secuencias internas entre el exon 1, 3 0 5y el
infron 8 del gen porcino ankrd1. Cada combinacion de oligonucledtidos, em-
pleados en el andlisis del ADNc del VI porcino, amplifico tres productos de PCR
de tamanos diferentes (Fig. 20B). Al menos 6 clones plasmidicos correspondientes
a cada uno de los productos de PCR clonados han sido secuenciados. El andilisis
de las secuencias de los productos clonados ha revelado que cada par de
oligonucledtidos empleados generd las secuencias idénficas en la direccion 57
(exones), pero divergentes en la direccion 3” (gracias a la retencion de distintos
infrones) (Fig. 20C). En conjunto, los andlisis realizados identificaron tres transcriptos
ankrd1 con la retencion de: (1) infron 8 (ankrd1-i8), (2) infrones 7 y 8 (ankrd1-i7,8),
y (3) intrones 6, 7 y 8 (ankrd1-i6,7.,8). La proporcion de los productos de PCR (véase
Fig. 20B) sugiere una expresion relativamente mds baja del ankrd1-i6,7,8 sise com-
para con ankrd1-i7,8 y ankrd1-i8. De forma general, estos resultados indican el
suceso natural de laretencion de intrones en los transcriptos ankrd1 poliadenilados
que se expresan en el miocardio ventricular de cerdos recién nacidos.

Las secuencias de nucledtidos del ARNm de las variantes porcinas ankrd1-i8,
ankrd1-i7,8 y ankrd1-i6,7,8 han sido depositadas en el GenBank con los numeros
de acceso FJ475066, FJ475067 y FJ475068, respectivamente. Las Figuras 20D,
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ANKRD1 - 36.1 kDa (GenBank NP_999087)

1
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ANKRD1-i8 - 35.1 kDa (GenBank ACK77369)
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ANKRD1-i7,8 - 34.2 kDa (GenBank ACK77370)

1
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ANKRD1-i6,7,8 -37.7kDa (GenBank ACK77371)
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Figura 22. Secuencias de aminodcidos de las isoformas de ANKRD1 porcino que retienen intrones.
Las secuencias que derivan de los infrones se muestras en rojo, mientras que las secuencias adya-
centes del exén 7, 8 y 9 se muestran en azul. Se indican también los valores de peso molecular
deducido (kDa). Se indica entre paréntesis el nUmero de acceso al GenBank.

22y 23 muestran las isoformas proteicas deducidas de las secuencias generadas
por splicing alternativo. La variante ankrd1-i8 contiene un coddn de terminacion
(CT) dentro de la secuencia del intron 8 en la posicion 81. Esta variante de splicing
produciria una proteina truncada (sin los aminodcidos codificados por el exon 9)
y con 26 aminodcidos (aa) adicionales codificados por la region 5” del intron 8.
En la variante ankrd1-i7,8, se deduce que la retencion del intron 7 produzca un
cambio en el marco de lectura generando un CT dentro de la secuencia del
exon 8. El producto proteico correspondiente incluiria una region codificada por
el intron 7 pero perderia la parte codificada por el exdn 8, intron 8 y exén 9. Pare-
ce ser que, del mismo modo, laisoforma ankrd1-i6,7,8, a pesar de la retencion del
intfron 6, tendria un CT en el exdn 8 debido a la retencidon del intron 7. Al respecto,
hay que subrayar que por si mismo, la retenciéon del intron 6 no genera cambio
del marco de lectura candnica niintroduce un coddn de terminacion prematuro
(CTP) en esta variante. Las variantes ankrd1-i8, ankrd1-i7,8, y ankrd1-i6,7,8 supues-

tamente codifican para proteinas de 309, 305 y 339 aa con un peso molecular
deducido de 35.1, 34.2 y 37.7 kDa, respectivamente. Estos valores de peso

molecular deducidos
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Figura 23. Estructura C-terminal de las isoformas ANKRD1 sin infrones y que retienen intrones. Los
exones (e) e intrones (i), asi como los dominios proteicos correspondientes codificados, estdn mar-
cados en gris y rojo, respectivamente. Los dominios con repeticiones de ankirinas (ANK) han sido
localizados usando el algoritmo ScanProsite (Sigrist et al., 2010). Se muestran las regiones de unidn
con titina (rectdngulos blancos horizontales) y de unién con calsecuestrina-2 (rectdngulos negros
horizontales) (Mikhailov, Torrado, 2008). FS — posicion del cambio de marco de lectura (frame
shift). En el ANKRD1-i7,8 y ANKRD1-i6,7,8, la retencién del intrén 7 produciria un cambio de marco
de lectura del exdén 8 (azul). En ambas isoformas ANKRD1-i7,8 y ANKRD1-i6,7,8, la retencion del
intfrén 7 o de los intrones 6 y 7, respectivamente, resultaria en la modificacién del extremo C-
terminal por medio de la eliminacion del ANK4 que, a su vez, podria afectar alas interacciones de
estas isoformas con la calsecuestrina-2 cardiaca.

son similares al de la isoforma de ANKRD1 porcina codificada por el transcripto sin
retencion de infrones (36.1 kDa) (Fig. 22).

Asi, los resultados del andlisis de las tres variantes de splicing de ankrd1 iden-
tificadas en el VI de cerdos recién nacidos nos permiten predecir que estos
transcriptos, si efectivamente se tfraducen, producirian proteinas con segmentos
C-terminales modificados (Fig. 23).

2.2.3. Los transcriptos ankrd1 con intrones retenidos se traducen eficazmente en
ensayos de expresion proteica in vitro e in vivo

Con el objetivo de probar si los transcriptos ankrd1 que retienen infrones es-
tan funcionalmente intactos preservando la capacidad de sintetizar proteinas, se
han disenado cuatro correspondientes construcciones codificantes fusionadas al
epitopo myc (Fig. 24A) y se han expresado in vitro en el sistema IVTT (Promega)
libre de células (véase Materiales y Métodos) analizando posteriormente los pro-
ductos sintetizados mediante separaciones SDS-PAGE seguidas por inmuno-iden-
tificacion Western blot con el anticuerpo monoclonal anti-myc y los anticuerpos
policlonales contra la region N-terminal del ANKRD1 porcino.

94



Con el uso de estos dos tipos de antficuerpos se obtuvieron los resultados
iguales. Es decir, cada una de las construcciones expresadas generd un Unico
producto proteico de tamano similar: ankrd1 sin infrones (44 kDa), ankrd1-i8 (44
kDa), ankrd1-i7,8 (43 kDa) y ankrd1-i6,7,8 (44 kDa) (Fig. 24B). Aqui merece subrayar
que, por ser similares en cuanto a su tamano, las proteinas expresadas serian
probablemente indistinguibles unas de otras en ensayos de Western blot con ex-
tractos proteicos del tejido cardiaco.

ankrd1 (BT Ee2 [Es [E4 [E5 [E6 [ E7 [ EB [ EO KMo
ankrd1-i8 |[E1 ] E2 [E3 [E4 | E5 |E6|E7|E8|&@
ankrd1-i7 [E1 ] E2 JE3 [E4 [E5 [ E6 [ E7 1i
ankrd1-i6,7 [ET[E2 [Es T4 [E5 [E6 Mo~ Ii"ﬂ'@@
WB: anti-myc anti-ANKRD1
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
98— —98
64— —64
50— —50
-— . - — e, -
36— —36
22— —22

Figura 24. Expresion de las construcciones de ankrd1 sin intfrones y que retienen infrones en ensa-
yos de expresion libres de células (IVTT). A - representacion esquemdatica de las construcciones
ankrd1 con el epitopo myc que contienen varias configuraciones de retencién de los intrones 6-8.
Los exones (E) estdn indicados con rectdngulos grises y los intfrones (i) con lineas horizontales ne-
gras. B - deteccion porWestern blot (WB) de las proteinas recombinantes expresadas en sistemas
libres de células (IVTT) con anticuerpos anti-myc (panel izquierdo) o anti-ANKRD1 (panel dere-
cho). Las construcciones expresadas : ankrdl (carril 1), ankrdi-i8 (carril 2), ankrdl-i7 (carril 3), y
ankrd1-i6,7 (carril 4). Carril 5- control IVTT. 22-98: valores de PM, kDa.

La funcionalidad de los transcriptos ankrd1 estudiados ha sido confirmada
en ensayos de transfeccion de las células COS-7 con las mismas construcciones.
Similarmente, los lisados de las células transfectadas se han procesado por Western
blot con anticuerpos anti-myc y anti-ANKRD1 (Fig. 25A). En ambas variantes de la
inmuno-detecciodn se han observado en las membranas Western blot la presen-
cia de los productos proteicos correspondientes, cada uno de los cuales migra
en SDS-PAGE como una banda de peso molecular aparente de 44 kDa (Fig. 25A).
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WB: anti-myc WB: anti-ANKRD1

VI TV ankrd1 - i8 -7 -i6,7 VI TV ankrd1 -i8 7 -i6,7

1 2 34 5 67 8 910 11 1 2 34 5 6 7 8 910 11
98 — 98—
64: a b 64: a b
? ceee@@r- Y .. ——-—-SaEa
36— 36— a’ .

b

22— 22—

a| E16 |E7 b | E15 | Fo = 7 PeEsl o)

Fs F

a’| EteTEr (el D b [ Eis TEe TE7 (e8I D

Figura 25. Expresion de las construcciones de ankrd1 sin intfrones y que retienen intrones en ensa-
yos basados en células COS-7. A - lisados de células COS-7 transfectadas con construcciones
ankrdl con el epitopo myc después de una electroforesis € inmunoblot (WB) con anticuerpos
anti-myc (panel de la izquierda) y anti-ANKRD1 (panel de la derecha). VI - extracto del VI de
cerdos recién nacidos. Se presentan los resultados de la carga proteica por duplicado. TV - célu-
las transfectadas Unicamente con el vector. Tanto las variantes constitutivas (a, b) como las va-
riantes alternativas (a”, b”) generadas por el splicing del intron 7 o de los intrones é y 7 de ankrd 1-
i7 0 ankrd1-i6,7, se detectaron con los anticuerpos anti-ANKRD1. B - interpretacion esquemdtica
de los resultados de WB. a, b- la traduccion de las construcciones ankrdi-i7 y ankrd1-i6,7 resulta
en una lectura correcta de la secuenciamyc. a’, b’- la eliminacion del intréon 7 de ankrd 1-i7 o de
los intrones 6y 7 de ankrd 1-i6,7 (via splicing en células COS-7) produce un cambio en el marco de
lectura original (FS - frame shift) dentro de la regidn 5° del exdn 8 que resulta en una lectura
aberrante de la secuencia myc (6valo blanco). Véase el texto para mds detalle.

Adicionalmente, el uso de los anticuerpos anti-ANKRD1 ha permitido detec-
tar unas isoformas de ANKRD1 generadas por el splicing parcial del intréon 7 o de
los intrones 6 y 7 de los transcriptos ankrd1-i7 y ankrd1-i6,7, respectivamente (Fig.
25A, panel derecho, carriles 8-11). Los anficuerpos anti-myc no detectan estos
productos proteicos adicionales debido a que la eliminacién del intrén 7 de los
transcriptos ankrd1-i7 y ankrd1-i6,7 (via splicing en las células COS-7) produce un
cambio en el marco de lectura dentro de laregion 5 del exén 8 que, en su lugar,
resulta en una traduccion aberrante de la secuencia myc (véase Fig. 25B).
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En conjunto, los datos de los ensayos de expresion in vitro indicaron una pro-
babilidad de que las variantes ankrd1 con intrones retenidos se pueden expresar
en el miocardio. Sin embargo, estd demostrado, por ofra parte, que los transcriptos
portadores de intrones se retienen y se degradan en el ndcleo previniendo asi la
expresion proteica. Consecuentemente, para probar silos transcriptos ankrd1 que
contienen infrones se exportan al citoplasma, hemos analizado su distribucion en
el ARN citoplasmdatico versus el ARN total celular aislado de la suspension de
cardiomiocitos procedentes del VI de cerdos de 6 dias de edad. Cada experi-
mento de RT-PCR se ha llevado a cabo a partir de dos aislamientos individuales
de los ARN. Como se muestra en la Figura 26, los transcriptos ankrd1 que refienen
infrones se detectan tanto en el ARN citoplasmdtico como en el total celular. En
el ARN citoplasmatico, los niveles de transcriptos ankrd1 que contienen infrones
son 2-3 veces inferiores en comparacion con sus niveles en el ARN total. En este
sentido, la relacion entre los niveles del trascripto ankrd1 sin infrones en el ARN
citoplasmdtico/ARN total demuestra una proporcion casiidéntica. La posibilidad
de contaminacion del ARN citoplasmdtico por el ARN nuclear se ha controlado
mediante las amplificaciones del transcripto nuclear Ué (Mansilla et al., 2005).
Aunqgue estos resultados sugieren que cada transcripto ankrd1 que retfiene intrones
puede sintetizar el producto proteico, no detectamos las mdltiples isoformas
proteicas relevantes en las membranas Western blot derivadas del VI 'y tratadas
con anticuerpos anti-ANKRD1 (véase Fig. 25A, panel derecho, carriles 1y 2). Como
se ha mencionado anteriormente, los tamanos proteicos similares de las diferen-
tes formas ANKRD1 podrian generar una Unica senal de Western blot. Esto podria
ser también la consecuencia de la escasa abundancia de las variantes de ankrd1
con infrones y/o su rdpida degradacion en tejidos cardiacos.

2.2.4. Los transcriptos ankrd1 con intrones retenidos manifiestan una distribucion
asimétrica (izquierda versus derecha) en el corazéon porcino neonatal

En cerdos neonatales la expresion cardiaca del gen ankrd1, a nivel del ARNm
y de la proteina se caracterizan por una distribucion asimétrica (izquierda versus
derecha) en el miocardio tanto de las auriculas como de los ventriculos (Torrado
et al., 2004, 2006). Nos hemos planteado analizar si la expresion de las variantes
de ankrd1 que retienen intrones también se regulan de un modo similar en distin-
tas cadmaras cardiacas. El andlisis se ha ejecutado mediante gPCR con las com-
binaciones de oligonucledtidos especificas para la amplificacion selectiva de
cada una de las variantes de ankrd1 identificadas (Fig. 27). En las amplificaciones
conftrol, los niveles del ARNm ankrd1 sin intfrones son 10 veces mayores en el VI en
comparaciéon con el VD siendo también 1.6 veces mayor en la auricula izquierda
(Al) en comparacion con la auricula derecha (AD). En el corazén de cerdos
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ankrd1 399 pb (27p-28p)

ankrd1-i8 457 pb  (306-199)

ankrd1-i7,8 258 pb  (308-312)

ankrd1-i6,7,8 227 pb (310-313)

96pb  (328-329)

Figura 26. Los ARNm de ankrdl1 que retienen intrones estdn presentes en el citoplasma de los
cardiomiocitos de cerdos neonatales. A - representacién esquemdtica de las secuencias deankrd 1
porcino sin intrones y que retienen intrones usadas para el diseno de los oligonucledtidos. Los
exones y los intrones estdn indicados con rectdngulos grises y blancos, respectivamente. Se mues-
trala localizacion aproximada de los oligonucledtidos para el andilisis RT-PCR (para las secuencias
de los oligonucledtidos véase la tabla 5 de “Materiales y Métodos”). El tamano esperado de los
productos de PCR correspondientes se muestra con lineas negras. B - expresion de las variantes
ankrd] sin y con intrones retenidos se ha revelado por RT-PCR del ARN total y citoplasmdatico de
cardiomiocitos aislados del VI. Las reacciones se han cargado por duplicado. El franscripto gapdh
se detecta en ambos ARN estudiados mientras que el franscripto ué nuclear no se detecta en el
ARN citoplasmdtico. Los productos de PCR han sido clonados y secuenciados para confirmar que
se corresponden con los franscriptos ankrdl que retienen intrones.
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Figura 27. Expresion izquierda predominante de los transcriptos de ankrd1 que retienen intrones en
el corazén de cerdos recién nacidos. A-D- curvas representativas de la amplificacion por gPCR
de los niveles de ARNm de ankrd] sin intrones y que retienen intrones en el VI (verde), VD (azul), Al
(negra), y AD (roja). E - niveles del rpl19 (transcripto de referencia). Flechas - ciclo umbral (C; -
threshold cycle). FT - umbral de fluorescencia (fluorescence threshold). UFR- unidades de fluores-
cenciarelativas. A la derecha - niveles promedios correspondientes. F - representacion esquemad-
fica de las secuencias de ankrd] porcino sin'y con infrones retenidos usadas para el diseno de los
oligonucledétidos. Los exones e intrones estdn indicados con rectdngulos grises y blancos, respec-
tivamente. Se muestra la localizacién aproximada de los oligonucledtidos para el andilisis gPCR
(para las secuencias de los oligonucledtidos véase la tabla 5 de “Materiales y Métodos™).
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recién nacidos, las variantes ankrd1 con intrones retenidos muestran patrones de
expresion muy similares aunque en caso del ankrd1-i8, las diferencias en su expre-
sion entre el Vly el VD son menos prominentes en comparacion con el franscripto
sininfrones (Fig. 27A-D).

Los datos indican una probable co-regulaciéon (regulacion positiva) de la
expresion de los transcriptos ankrd1 (sin o con intrones) en cada cdmara cardio-
ca de cerdos neonatales.

2.2.5. Los transcriptos ankrd1 con infrones se up-regulan en el miocardio ventricular
en el modelo porcino de insuficiencia cardiaca

Ankrd1 ha sido identificado como un gen que estd up-regulado en el
miocardio ventricular en animales modelo y en pacientes con insuficiencia car-
diaca (IC) de diversa etiologia (revisado en: Mikhailov, Torrado, 2008). Utilizando
nuestro modelo de la IC diastdlica (ICD) provocada en cerdos neonatales por
inyecciones del agente cardio-toxico, Doxorubicin (Dox; véase “Materiales y Mé-
todos”), se han cuantificado con precision los niveles de cada variante de splicing
alternativo de ankrd1 en el VI de cerdos con la ICD (inyectados con Dox) frente a
los inyectados con PBS (animales control) (Fig. 28). El nivel de la expresion del

4.0
[]-PBs (n=12) *
35l i-Dox,2mg/kg (n=12)
* *
304
254

204

(Dox versus PBS)

1.5¢

1.04

Niveles relativos de ARNm del VI

05}

PBS DOX PBS DOX PBS DOX PBS DOX

ankrd1 ankrd1-i8 ankrd1-i7,8 ankrd1-i6,7,8

Figura 28. Las variantes de ankrd1 que retienen intrones estdn co-upreguladas con el franscripto
regular en el miocardio de cerdos neonatales con la ICD. Andlisis gPCR de los niveles de ARNm de
ankrd] sin y con infrones retenidos en el miocardio del VI de cerdos neonatales inyectados con
Dox en comparacién con los inyectados con PBS, usando los pares de oligonucledtidos que se
indican en la Figura 27. * p<0.05, para cada transcripto, Dox versus PBS.
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transcripto ankrd1 regular (sin intrones retenidos) ha estado aumentado
coincidentemente 1.8 veces en el miocardio alterado en comparacién con el
control. De un modo similar, los transcriptos ankrd1 que retienen intrones estuvie-
ron up-regulados en el miocardio de animales con la ICD, pero cada uno en un
grado mayor que en el caso del ARNm de ankrd]1 sin intrones retenidos.

Estos datos ponen en evidencia que la ICD experimental resulta en una ex-
presion significativamente aumentada en el VI no sélo del transcripto ankrd1 sin
infrones (lo que es un hecho bien establecido y probado antes; véase Torrado et
al., 2004, 2006), sino también de las variantes de ankrd1 que retfienen intrones.
Estos resultados los interpretamos como una indicacion mds de una co-regula-
cion de la expresion de las variantes ankrd1, especulando que, en respuesta al
estrés cardiaco, ANKRD1 podria regular positivamente la expresion de sus ARNs
que contienen intrones.

2.2.6. En el miocardio de cerdos neonatales, la expresion forzada del ankrd1
sin intfrones produce la up-regulacién de sus franscriptos que retienen intrones

Debido a la similitud de los patrones de expresion de los ARNms de ankrd1
en el corazédn de cerdos neonatales normales y con la ICD, hemos examinado si
la expresion forzada de la construccion de ankrdl sin infrones en el VI porcino
podria influir sobre los patrones de expresidon de sus variantes enddgenas con
intrones retenidos.

Segun el protocolo de la transfeccion génica del miocardio porcino in vivo
(véase el apartado 1.1 de “Materiales y Métodos”), los pladsmidos portadores de
la construccion de la secuencia codificante del ankrd1 porcino sin intrones (8
animales) o el vector vacio (4 animales) se han inyectado en los sifios diana de la
pared libre (PL) del VI de cerdos neonatales de 6 dias (Fig. 29A). Dos dias después
de la transfeccion, se han sacrificado los animales, se han extraido los corazones
y se ha analizado la expresion del transgen ankrd1 en la pared libre del VI me-
diante RT-PCR y Western blot. La expresion de la construccion ankrd1 recombinante
se ha detectado en todos los animales experimentales tanto al nivel del franscripto
(Fig. 29B) como al nivel proteico (Fig. 30A). En el miocardio transfectado (en con-
creto, en las regiones 2 y 6; véase la Fig. 29), los niveles enddgenos del ARNm de
ankrd1 sin infrones no mostraron cambios significativos, mientras que la expresion
de las variantes de ankrd1 que retienen intrones se ha aumentado marcadamente
en comparacion con el control (Fig. 29C).
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Figura 29. La expresion forzadain vivo de ankrd1 regular recombinante produce la up-regulacion
de los transcriptos endégenos ankrd1 que retienen intrones en el miocardio de cerdos neonatales
transfectados. A - representacion esquemadtica de la pared libre del VI (PLVI) fransfectada con
ankrd] (en gris oscuro, posiciones de las inyecciones) que se ha diseccionado en nueve fragmen-
tos (1-9) 2 dias después de la transfeccion. B - andlisis representativo de RT-PCR semicuantitativa
de los niveles del transcripto ankrd 1 con el epitopo FLAG en nueve fragmentos de PLVI (después
de la normalizacion de los moldes de ADNc a la expresion de rpl19). RT-: no-RT. El primer carril de la
izquierda (L) - GeneRuler DNA ladder mix (Fermentas). Los oligonucledtidos se muestran entre pa-
réntesis. Un oligonucledtido 239 discriminatorio deriva de la secuencia del vector FLAG (véase la
Tabla 5 de “Materiales y Métodos”). C - niveles enddgenos de las variantes del ankrd]l en el
miocardio transfectado. Se han usado las combinaciones de oligonucledtidos que se indican en
la Figura 27 para la amplificacion de los transcriptos ankrd 1 que retienen intrones. Los transcriptos
enddégenos ankrd] sin intrones fueron selectivamente amplificados usando un oligonucledtido
directo 327 y un oligonucledtido reverso 326 localizado en el 3’-UTR de ankrd] porcino (véase la
Tabla 5 de "Materiales y Métodos”). *p<0.05, para cada transcripto, transfeccion con ankrdl ver-
sus transfeccion con el vector.
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Figura 30. La expresion forzada in vivo de ankrd1 regular recombinante resulta en el aumento de
la proteina ANKRD1 endégena en el miocardio porcino fransfectado. A - réplicas representativas
de Western blot de extractos proteicos totales de las zonas 4, 5y 6 de la pared libre del VI inyec-
tadas con el vector vacio (mitad izquierda de las membranas) o FLAG-ankrd 1 (mitad derecha de
las membranas) probadas con anticuerpos anti-FLAG/anti-ANKRD1 o tenidas con Amido negro
(control de la carga proteical). B - niveles relativos de ANKRD1 enddgeno estimados por Western
blot en la pared libre del VI transfectada con el vector vacio versus FLAG-ankrd 1. kDa - marcado-
res de peso molecular. *p <0.05.

Es importante anotar que el examen histoldgico del miocardio fransfectado
no reveld signos de inflamacion en las regiones de las inyecciones. En todos los
animales transfectados con FLAG-ankrdl, los valores de la presion ventricular
sistélica y diastolica eran similares a los de cerdos inyectados inframiocardialmente
con el vector vacio.
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Asi, suponemos que la up-regulacion de la expresion de las variantes de
ankrd1 con intrones retenidos en el miocardio transfectado con el vector ankrd]
se asocia, mayormente, con la expresion forzada del ANKRD1 regular
recombinante pero no con algunos factores adicionales tales como
traumatizacion o inflamacion del tejido cardiaco.

El paso siguiente consistio en analizar si la up-regulacion de las variantes de
ankrd1 afecta a los niveles proteicos de ANKRD1 enddgeno en el miocardio
transfectado. Con este fin, se ha estudiado (mediante Western blot) el nivel de la
proteina ANKRD1 enddgena en las muestras del miocardio transfectado con
ankrd1 recombinante frente al miocardio tfransfectado con el vector vacio. Los
resultados del andlisis demuestran un incremento de aproximadamente 2 veces
en los niveles de proteina ANKRD1 enddgena en las regiones tfransfectadas con
el ankrd1 recombinante en comparacion con el control (Fig. 30B).

En conjunto, los resultados obtenidos revelaron que la expresion forzada del
ankrd1 regular puede afectar positivamente la expresion enddégena de las va-
riantes de ankrd1 con infrones retenidos que, a su vez, se asocia con el enriqueci-
miento del producto proteico ANKRD1 enddgeno en el miocardio fransfectado.

2.2.7. Los ortdlogos de las variantes porcinas de ankrd1 con intrones se detectan
en el corazén humano

Debido a que nuestros resultados demostraron que la expresion de las va-
riantes ankrd1 (sin y con intrones) se regula conjuntamente en cada una de las
cdmaras del corazéon porcino neonatal (véase Fig. 27), se ha de comprobar si
también ocurren patrones similares de expresion en el miocardio postnatal huma-
no. Para examinar esta posibilidad, primero hemos comprobado si es posible de-
tectar las variantes de ankrd1 que retienen intrones en el miocardio neonatal
humano. De hecho, los ortdlogos de las variantes ankrd1-i8 y ankrd1-i7,8 porcinas
se han detectado (mediante RT-PCR) en el miocardio ventricular humano (Fig.
31A,B.D). Sin embargo, y a pesar de todos los infentos, no amplificamos ningun
transcripto similar al ankrd1-i6,7,8 porcino en muestras cardiacas humanas. En
corazones de neonatos humanos, el transcripto ankrd1 regular (sin intrones reteni-
dos) es mds abundante en el VI en comparacion con el VD. De un modo pareci-
do, los franscriptos ankrd1-i8 y ankrd1-i7,8 mostraron tfambién una tendencia ha-
cia un enriguecimiento de 1.5 veces en el VI sobre el VD (Fig. 31B,C).
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Figura 31. Los transcriptos ankrd1 con intrones se detectan en el corazén humano de neonatos y
adultos. A- representacion esquemdtica de las secuencias de ankrdl humano sin intrones y que
retienen intrones usadas para el diseno de los oligonucledtidos. Niveles de ARNm representativos
(B) y cdiculo promedio relativo (C) estimados por RT-PCR semicuantitativa para los transcriptos
ankrd]1 yrpl19 en muestras de VI/VD de neonatos de 8 semanas. En la izquierda - GeneRuler DNA
ladder mix (Fermentas). Niveles de ARNm representativos (D) y cdlculo promedio relativo (E) esti-
mados por RT-PCR semicuantitativa para las variantes de ankrd 1 y rpl19 en el miocardio del VI de
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Adicionalmente, comparamos los niveles de las variantes de ankrd1 (con o sin
infrones) en muestras del miocardio ventricular entre neonatos y adultos huma-
nos. En el tejido cardiaco neonatal la variante ankrd1-i8 se expresa a niveles ma-
yores en comparacion con el corazén adulto sugiriendo que su expresion se dis-
minuye con la edad. Los niveles de expresion del franscripto ankrd1 sin infrones
mostraron la misma tendencia, pero las diferencias no fueron estadisticamente
significativas.

2.3. Comentario: Logros y propuestas

Los resultados presentados muestran eventos del splicing alternativo por re-
tencion de infrones en el transcripto primario del gen ankrd1 porcino y humano.
En el corazén porcino se detectan cuatro transcriptos ankrd1, fres de los cuales
retienen intrones: (1) ankrd1 que contiene los infrones 6, 7 y 8 (ankrd1-i6,7.8), (2)
ankrd1 que contiene los intrones 7 y 8 (ankrd1-i7,8), y (3) ankrd1 que sélo retiene el
infron 8 (ankrd1-i8). Merece subrayar una vez mads que estas fres nuevas variantes
de splicing de ankrdl se han identificado desarrollando y profundizando en los
hallazgos experimentales de nuestro andlisis DDRT-PCR de los transcriptos que se
expresan diferencialmente entre el VI y VD de los cerdos neonatales (véase el
Capitulo 1 de Resultados). En el corazén humano, se han detectado dos ortélogos
de las variantes ankrd1 porcinas que retienen el intrén 8 (ankrd1-i8) y los intrones 7
y 8 (ankrd1-i7,8).

Es ampliamente aceptado que la retencion de infrones restringe la exporta-
cion de los transcriptos correspondientes al citoplasma y los hace dianas para la
degradacion mediante el proceso de nonsense-mediated mRNA decay (NMD),
particularmente silos franscriptos contienen CT prematuros (Blencowe, 2006; Lareau
et al., 2007). Hemos empleado una variedad de ensayos para demostrar que los
transcriptos ankrd1 con infrones retenidos son funcionalmente intactos y capaces
de sintetizar los productos proteicos relevantes en sistemas de expresion in vitro
(véase Fig. 24B). Ademds, hemos presentado los datos que indican que, en los
cardiomiocitos in vivo, los transcriptos ankrd1 que retienen intrones se exportan al
citoplasma vy, por lo tanto, se escapan, por lo menos parcialmente, de la degro-
dacion via NMD.

gHasta qué punto los transcriptos ankrd1 generados por splicing alternativo
podrian ser funcionalmente significativos2 Nuestros resultados derivados de la
monitorizacion de los niveles cardiacos de estas variantes de ankrd1 en distintas
sifuaciones experimentales in vivo permiten un acercamiento a esta pregunta.
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En primer lugar, los transcriptos ankrd1 sin o con intrones se co-expresan de un
modo similar en el corazédn neonatal porcino y humano con una cierta prevalen-
cia de su expresion en el miocardio izquierdo. Es decir, la expresion cardiaca de
estos transcriptos demuestra una cierta regionalizacion, siendo los niveles mds
altos en el VI y Al en neonatos porcinos y humanos, asociada probablemente
con diferentes tipos de estrés biomecdnico en el miocardio izquierdo versus dere-
cho. En segundo lugar, las variantes de ankrdl1 se up-regulan similarmente en el
miocardio ventricular en animales con la ICD experimental. Debido a que la pro-
teina se produce mas radpidamente a partir de los ARNm preexistentes que a par-
tir de la activacion de la transcripcion del gen, es concebible que la acumulo-
cion de los transcriptos ankrd1 que retienen intrones, permita a las células cardia-
cas responder rdpidamente al estrés produciendo la proteina ANKRD1 en canti-
dades necesarias. Finalmente y en estalinea, la expresion forzada en el miocardio
del vector ankrd1 sin intrones resulta en la up-regulacion de las variantes ankrd1
gue retienen intrones (pero no del franscripto regular enddgeno) que, a su vez, se
asocia con el enriquecimiento de la proteina enddgena ANKRD1 en el miocardio
transfectado (ver Fig. 30A,B). Este fendmeno supone que la induccion de la ex-
presion del ankrd1 sin intrones podria provocar una up-regulacion de sus varian-
tes con intrones retenidos, resultando en un aumento de los niveles de la proteina
ANKRD1 en los cardiomiocitos.
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IV. Resultados

Capitulo 3. NPPB/BNP: Una nueva variante generada por el skipping del exén 2 se
sobre-expresa en el miocardio ventricular estresado in vivo y atenia la produc-
cion y la secrecion de BNP in vitro

3.1. Introducciodn

El péptido natriurético tipo B (BNP), originalmente identificado en el cerebro
porcino (Sudoh et al., 1988), se produce predominantemente en el corazén como
una pre-proteina denominada natriuretic peptide precursor B (NPPB), que se se-
creta como pro-proteina BNP y se procesa por una endopeptidasa dando lugar
al péptido N-terminal (NT) y al péptido bioldgicamente activo C-terminal (CT)
también conocido como BNP (Vanderheyden et al., 2004). Los datos disponibles
sugieren que la actividad bioldgica del proBNP es menor que la del BNP-CT (Liang
et al., 2007); la funcion del NT-BNP no estd aun determinada (Mair, 2008). Estudios
fisioldgicos han revelado una correlaciéon positiva entre el tamano y la presion
sistolica/diastdlica del ventriculo izquierdo (V) y las concentraciones del BNP en
el plasma sanguineo, sugiriendo que la carga hemodindmica tanto de presion
como de volumen afecta a la liberacion de BNP del tejido cardiaco (Tokola et
al., 2001; Hall, 2004).

Es bien reconocido que los niveles elevados de BNP en la circulacioén tienen
un valor prondstico de riesgo e implicaciones terapéuticas en varias patologias
cardiovasculares, especialmente en casos de la insuficiencia (fallo cardiaco)
sistolica severa (Nakayama, 2005; Burke, Cotts, 2007; Zakynthinos, 2008). Reciente-
mente, se ha demostrado que la disfuncion diastdlica ventricular también contri-
buye a los niveles elevados de BNP en el plasma de pacientes, convirtiéndolo asi
en un marcador para monitorizar la progresion del fallo cardiaco diastdlico (FCD)
(Nousiainen, 2002; Iwanaga et al., 2006; Stolker, Rich, 2007; Grewal et al., 2008a,
b). Ademds de actuar como una hormona en la circulacion, BNP se caracteriza
por acciones autocrinas y paracrinas dentro del corazén, tales como anti-filoroticas,
anti-proliferativas y citoprotectoras (D"Souza et al., 2004; Nishikimi et al., 2006) con-
tribuyendo a la recuperacion del miocardio del dano cardiaco. Asi, en el mode-
lo de ratdn de cardiomiopatia dilatada se ha demostrado que el BNP disminuye
el grado de la remodelacion cardiaca patolégica y la frecuencia de la muerte
sUbita (Yasuno et al., 2009).

En mamiferos, los genes NPPB caracterizados estdn compuestos por tres
exones separados por dos infrones (LaPointe, 2005). Estd suficientemente
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justificado que la activacion del promotor del gen NPPB, mediante estimulos fisio-
l6gicos o patoldgicos, resulta en la produccion rapida del péptido (Mair, 2008).
De hecho, el promotor del gen NPPB contfiene multiples elementos-cis que son las
dianas moleculares de estimulos clinicamente relevantes que, por diferentes vias
de senalizacién, regulan la expresion del gen NPPB (LaPointe, 2005; Burke, Coftts,
2007; Zakynthinos et al., 2008). El estimulo principal para la sintesis y secrecion de
BNP es el estrés biomecdnico de los cardiomiocitos provocado por sobrecarga
de presion o volumen sanguineo, o por incremento de la presion de llenado del
corazon (Pikkarainen et al., 2003; Vanderheyden et al., 2004; Iwanaga et al., 2006;
Frank et al., 2008). Debido al hecho de que la expresion del gen NPPB se induce
rapidamente por los factores de transcripcion presentes en el corazén (incluyen-
do GATA4, NKX2.5 y MEF-2; véase LaPointe, 2005; Majalahti et al., 2007; Mair, 2008),
el posible control post-transcripcional de la expresion de BNP ha sido en gran
parte ignorado aunque existen evidencias de que la regulacion post-
transcripcional puede también jugar un papel importante en la produccion y
secrecion de BNP (Suo et al., 2002; Tenhunen et al., 2005).

En mamiferos, el splicing alternativo es un mecanismo de regulacion post-
transcripcional de la expresion de aproximadamente la mitad de todos los genes
(Sultan et al., 2008). Recientemente, la variante del transcripto NPPB, generado
por la retencién del intrén 2, y su producto proteico correspondiente se han iden-
tificado en las muestras del miocardio de pacientes con insuficiencia cardiaca
severa (Pan et al., 2009). En el modelo canino de fallo cardiaco, estaisoforma de
BNP no manifiesta efectos hipotensivos caracteristicos para la isoforma BNP sin
infrones retenidos, pero incrementa la tasa renal de filfracion (Pan et al., 2009).

Como ha sido mencionado en el Capitulo 1, la secuencia de uno de los
transcriptos predominantemente up-regulados en el ventriculo izquierdo de cer-
dos recién nacidos demostré una homologia completa con las secuencias loca-
lizadas dentro del exéon 1y exdn 3 (pero no con la del exén 2) del tfranscripto del
gen porcino de NPPB (véase el Capitulo 1; Tabla 8). En el frabajo presente, hemos
caracterizado este transcripto como una nueva variante de splicing alternativo
de NPPB porcino resultante del skipping del exén 2 (denominada como DE2-NPPB)
aportando las evidencias de que: (1) in vivo, la expresion del DE2-NPPB se up-
regula significativamente en el miocardio porcino y humano en la insuficiencia
cardiaca y (2) la proteina DE2-NPPB inhibe la produccioén y secreciéon de NPPB
regular en experimentos de co-transfeccion celular in vitro.
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3.2. Resultados

3.2.1. El skipping del exén 2 genera una nueva variante de NPPB que se expresa
asimétricamente en el corazén de cerdos recién nacidos

Inicialmente, con el objetivo de comprobar sila variante DE2-NPPB se detec-
ta y se expresa en el corazén de cerdos recién nacidos, ejecutamos el andilisis
correspondiente mediante RT-PCR con los oligonucledtidos complementarios a
las secuencias del exdn 1 (oligonucledtido 289) y del exdn 3 (oligonucledtido 288)
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Figura 32. Identificacion, caracterizacion y expresion de una nueva variante de NPPB generada
por el skipping del exén 2 (AE2-NPPB) en el corazén de cerdos recién nacidos. A - representacio-
nes esquemdticas de las secuencias de NPPB porcino regular (n° acc. NM_213846) y de NPPB con
el skipping del exdn 2 (AE2-NPPB) usadas para el diseno de los oligonucledtidos. 1-3 — exones. ATG
— coddn de inicio. CT — coddn de terminacién. Se indica la localizacion aproximada de los
oligonucledtidos para los andlisis por RT-PCR y gPCR. Lineas negras gruesas - tamano esperado de
los amplicones correspondientes. B y C — expresion del ARNm de AE2-NPPB y NPPB en las cuatro
cdmaras cardiacas de los cerdos recién nacidos segun lo revelado por RT-PCR y gPCR, respecti-
vamente (los oligonucledtidos utilizados se indican entre paréntesis). VI/VD — ventriculo izquierdo/
derecho. Al/AD - auricula izquierda/derecha. M - GeneRuler DNA ladder mix (Fermentas). * p<0.05
respecto al VD.
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Resultados

del gen porcino NPPB (Fig. 32A). En cada cdmara cardiaca de cerdos recién na-
cidos, se han detectado dos productos de PCR amplificados de tamano distinto
(Fig. 32B). Su posterior clonacién y secuenciacion revelaron que el fragmento de
618 pb corresponde a la secuencia continua de nucledtidos del exén 1, 2y 3 del
gen NPPB, mientras que la banda de 362 pb corresponde a la secuencia del exon
1 y 3 con una “escision” precisa del exdn 2 (es decir, el skipping del exén 2) (Fig.
32A). Por esta razén, el ADNc completo de esta variante de NPPB, incluyendo la
secuencia codificante del péptido sefial, se ha denominado como AE2-NPPB. Tanto
el transcripto AE2-NPPB como el NPPB mostraron una distribucion asimétrica simi-
lar en el corazén de cerdos recién nacidos, siendo mds abundante en las auriculas
que en los ventriculos y en el ventriculo/auricula izquierda comparados con el
ventriculo/auricula derecha (Fig. 32C). AE2-NPPB no es un transcripto que tiene
una escasa presentacién en el miocardio porcino neonatal. Esimportante desta-
car que en el miocardio procedente de las 4 cdmaras cardiacas, el transcripto
AE2-NPPB es, hasta 2 veces, mds abundante que el transcripto regular
correspondiente al NPPB (Fig. 32B; panel superior).
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Figura 33. Secuencias de nucleétidos/aminodcidos de AE2-NPPB y dominios identificados en la
estructura primaria de la proteina. A - resultados de la secuenciacion automatica del ADN de
AE2-NPPB. B - secuencias de los nucledtidos y aminodacidos (letras mayusculas) de AE2-NPPB. La
secuencia codificante del exon 3 estd marcada en gris. Se muestra subrayadala secuencia de los
aminodcidos 48-61 (KSW) y 61-72 (PLP) utilizados para sintetizar los péptidos correspondientes. C -
dominios identificados en la estructura primaria de la proteina AE2-NPPB. Los dominios LAMP-like y
transmembrana (TM) se han mapeado utilizando los algoritmos CDD (Marchler-Bauer et al., 2009)
y ConPred Il (Arai et al., 2004), respectivamente. SP - péptido senal.
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La Figura 33 muestra las secuencias de nucledtidos y de aminodcidos de la va-
riante DE2-NPPB porcina. El andlisis fraduccional informdtico predice que el skipping
del exdn 2 causaria un cambio en el marco de lectura (desde el inicio del exdn 3)
produciendo un péptido no sdlo sin la secuencia de aminodcidos (aa) corres-
pondiente al exdn 2, sino incorporando 40 aa adicionales a la fraduccion del
exon 3, en comparacion con NPPB regular. El andlisis bioinformdatico de la se-
cuencia de aa de DE2-NPPB porcino predice las siguientes caracteristicas: (1) un
peso molecular de 9.2 kDa, (2) un punto isoeléctrico de 8.9, (3) un péptido senal
(aa 1-23), (4) un dominio putativo LAMP (aa 52-66) parecido al de la familia proteica
Lamp (lysosome-associated membrane proteins), y (5) un dominio transmembrana
(aa 65-85). La mitad C-terminal de la secuencia proteica de DE2-NPPB también
contiene tres residuos cisteina para formar puentes di-sulfuro internos que se re-
quieren para un “LAMP fold” clasico (David et al., 2007).

En conjunto, los resultados permiten predecir que la variante DE2-NPPB detecta-
da en el corazdén de cerdos recién nacidos, podria producitr, si se fraduce eficaz-
mente, una nueva, y previomente no reconocida, isoforma de NPPB.

3.2.2. El transcripto DE2-NPPB se traduce eficazmente en sistemas celulares de
expresion proteica

La secuencia codificante completa (FL — full lenght), con o sin el péptido
senal, y la secuencia codificante solo del exdn 3 del DE2-NPPB porcino, asicomo,
la secuencia codificante de FL-NPPB porcino (con el péptido senal) se han clonado
en el vector procariota pCAL-n-FLAG y expresado en E. coli (Fig. 34A). Las protei-
nas previamente purificadas por cromatografia de afinidad (en una columna de
granulos de agarosa Calmodulin affinity resin; véase “Materiales y Métodos”; Apar-
tado 6.3) se han analizado por SDS-PAGE seguido por Western blot con el anti-
cuerpo monoclonal anti-FLAG o con los anficuerpos policlonales denominados
anti-PLP (Fig. 34B). Los anficuerpos anti-PLP generados contra el péptido sintético
(aa 61-72 de DE2-NPPB porcino) reconocen el péptido codificado por el exdn 3
pero no reconocen ni FL-DE2-NPPB ni FL-NPPB (Fig. 34B). Basandonos en los resulta-
dos del andlisisinmunoblot, concluimos que el peso/tamano molecular (PM) apa-
rente de las proteinas expresadas es similar a los valores de su PM deducido.
Ademas, los resultados revelaron que la elevada produccion del péptido codifi-
cado por el exdn 3 de DE2-BNP en E. coli podria resultar en su dimerizacion. Asi, la
co-electroforesis de este péptido en presencia y ausencia de DTT demostrd la
formaciéon de los dimeros en la ausencia de agentes reductores (Fig. 34C).
El fendmeno de dimerizacion de este péptido podria probablemente estar aso-
ciado con la presencia de tres residuos cisteina en su secuencia.
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Figura 34. Andlisis de la expresion proteica de AE2-NPPB porcino en ensayos basados enE. coli. A
- representacion esquemdatica de las construcciones con los epitopos CBP-FLAG que portan va-
rias configuraciones de NPPB porcino y AE2-NPPB. Las secuencias que codifican para el exén 3
(E3) y para el péptido senal (SP) se marcan con rectdngulos negros y blancos, respectivamente.
WSP —sin el péptido sefal (without signal peptide). Se indican los valores tedricos de PM (kDa). B -
deteccion mediante Western blot (WB) de las construcciones expresadas con los anticuerpos
anti-FLAG (panel izquierdo) o anti-PLP (panel derecho). Construcciones expresadas: FL-AE2-NPPB
(carril 1), FL-AE2-NPPB/WSP (carril 2), E3/AE2-NPPB (carriles 3-5) y FL-NPPB (carril ). Se indican los
valores del PM (kDa). C -la proteina codificada por el E3 de AE2-NPPB porcino (E3/AE2-NPPB en A)
se ha sometido a electroforesis en presencia (+DTT, carriles 1, 2, 5y 6) o ausencia (-DTT, carriles 3, 4,
7-10) de agentes reductores y al andlisis inmunoblot con los anticuerpos anti-FLAG (panel izquier-
do, carriles 1y 3: E3/AE2-NPPB; carriles 2 y 4: NPPB) o anfti-PLP (panel derecho, carriles 5-10: E3/AE2-
NPPB). My D — mondmeros y dimeros, respectivamente.

Otra confirmacion de que la variante DE2-NPPB porcina se traduce eficaz-
mente en el producto proteico correspondiente se ha obtenido mediante la
transfeccion de la linea celular de mamiferos, COS-7. Con este fin, hemos gene-
rado un vector de expresion del FL-DE2-NPPB fusionado a 3 epitopos FLAG conse-
cutivos bajo el promotor de CMV. El vector de expresion de FLAG-FL-NPPB se ha
usado en paralelo como un control de referencia. La transfeccion transitoria de
la construccion FL-DE2-NPPB en las células COS-7 resultd en la produccion de la
proteina correspondiente estable y faciimente detectable (mediante Western blot)
en las células fransfectadas (Fig. 35A).

114



A B

FL-AE2-NPPB__ TV TV __ FL-NPPB
1 2 3 kka 4 5 6 g ,
- 50 — vector vacio
7 FLAG-FL-AE2-NPPB ]
- 36 FLAG-FL-NPPB e
6 s
] o
- 22 — e 22kDa S g e
_ 8 Transfeccion >
16 qo—_)4 v .___.-"'
12 kDa P | S—— 23 5 ,..-*"“"—'f
- 6 2 //"-‘
o
1L
L 4 f
% 10 20 30 40 50 60 70 80
C D Tiempo (h)
FL-AE2-NPPB FL-NPPB
células medio de cultivo células medio de cultivo FL-AE2-NPPB FL-NPPB
kba 1 2 345 6 7 8 910 kba 1 2 3 4 5 1 2 3 45
371 367
257
20 - —‘ 22 ——
16
15+
— ——
101 o
4_

FL-NPPB

Figura 35. Andlisis de la expresion proteica de AE2-NPPB porcino en ensayos basados en células
COS-7. A - células COS-7 transfectadas con las construcciones FL-AE2-NPPB con el epitopo FLAG
(panelizquierdo; carriles 1, 2) o FL-NPPB (panel derecho; carriles 5, 6) sometidas al andlisis inmunoblot
con el antficuerpo anti-FLAG. TV — células transfectadas sélo con el vector (carriles 3 y 4). B -
referencias de los datos del escaneo en tiempo real de los indices de las células COS-7 mediante
RTCA SP (nUmero de células, adhesiéon y viabilidad) antes, en el momento y después de la
transfeccion. C - células COS-7 transfectadas con las construcciones FLAG-FL-AE2-NPPB (panel
izquierdo) o FLAG-FL-NPPB (panel derecho): extractos celulares libres de medio (carriles 1y 6),
concentrado libre de células (carriles 2y 7) y muestras de medio de cultivo concentrado: 2 veces
(carriles 3, 8), 4 veces (carriles 4, 9) y 12 veces (carriles 5, 10) sometidas al andilisis inmunoblot con el
anticuerpo anti-FLAG. Valores de PM, kDa. D - células COS-7 transfectadas con las construccio-
nes FLAG-FL-AE2-NPPB (panel izquierdo) o FLAG-FL-NPPB (panel derecho) se han lavado y poste-
riormente extraido usando el ProteocExtract Subcellular Proteome Extraction Kit (Calbiochem). Carril
1 —medio libre de células. Carril 2 — fraccién citosdlica, carril 3 — fraccidén de membranas, carril 4 —
fraccion nuclear, carril 5 — fraccién del citoesqueleto. Deteccidon inmunoblot con el anticuerpo
anti-FLAG. E - deteccion inmunofluorescente de las proteinas expresadas FLAG-FL-AE2-NPPB (pa-
nel izquierdo) o FLAG-FL-NPPB (panel derecho) en las células COS-7 transfectadas respectiva-
mente usando el anticuerpo anti-FLAG marcado con FITC. n — ndcleo. Barra — 50 um.
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Este producto proteico recombinante de PM de 12 kDa es similar en tamano
alamisma proteina (de 14 kDa) sintetizada en E. coliy purificada por cromatografia
de afinidad (véase la Fig. 34B). La expresion de la construccion FL-NPPB en células
COS-7, por el confrario, resultd en la produccion de una proteina de 22 kDa (Fig.
35A), aunque la misma construccion expresada en E. coli generd el producto
proteico de 18 kDa (véase Fig. 34B). La diferencia en los valores del PM entre la
proteina FL-NPPB expresada en E. coli versus células COS-7 podria estar condicio-
nada por modificaciones post-fraduccionales en el contexto celular de COS-7.
En este sentido, NPPB humano expresado en células de ovario de hamster migra,
en SDS-PAGE, como una banda de 25 kDa; su PM se reduce alos 12 kDa después
del tratamiento de la proteina con enzimas de desglicosilacion (Schellenberger
et al., 2006).

Las células COS-7 transfectadas con DE2-NPPB no manifestaron diferencias
aparentes en su viabilidad, tasa de replicacion o fenotipo en comparacion con
las células transfectadas con FL-NPPB o con el vector vacio (véase Fig. 35B). Aun-
que se han detectado niveles similares de FL-DE2-NPPB y FL-NPPB en extractos
totales de células COS-7 transfectadas respectivamente, solo FL-NPPB se ha de-
tectado en el medio de cultivo (Fig. 35C) demostrando asi que FL-DE2-NPPB, por
el contrario a FL-NPPB, no se secreta o se secreta de un modo insignificante. Cabe
destacar que las diferencias en la secrecion entre FL-DE2-NPPB y FL-NPPB no estdn
relacionadas con el péptido senal, que ambas proteinas tienen en comun.

La predicciéon de los dominios putativos LAMP-like y trans-membrana en DE2-
NPPB (véase la Fig. 33C) supone que esta proteina, expresada y procesada
enddgenamente, podria asociarse con las membranas subcelulares. Para exao-
minar y comparar la distribucion subcelular de DE2-NPPB versus NPPB, las células
COS-7 transfectadas respectivamente, han sido sometidas a la extraccion
secuencial (véase “Materiales y Métodos”, Apartado 3.1.2) con reactivos que
permiten la solubilizacion de proteinas segun su localizacion subcelular. Las frac-
ciones proteicas resultantes, asi como el correspondiente medio condicional, se
han analizado mediante separaciones SDS-PAGE seguido por Western blot con
anticuerpos anti-FLAG. Tal y como era previsible, DE2-NPPB no se ha detectado,
mientras que NPPB si se ha detectado en el medio de cultivo de las células COS-
7 respectivamente transfectadas (Fig. 35D). Los resultados de la extraccion poste-
rior de las células fransfectadas revelaron que una proporciéon significativa de
ambas proteinas sintetizadas (DE2-NPPB y NPPB) se liberan de las células en el
tampon (véase Fig. 35D; carril 3) que solubiliza los compuestos de las membranas
celulares, sin afectar a la integridad proteica del ndcleo y del citoesqueleto. Unos
niveles similares de enriquecimiento de DE2-NPPB, aunque de menor grado, se

han
116



detectado en la fraccioén citosdlica de las células fransfectadas. Por el conftrario,
los niveles citosdlicos de FL-NPPB fueron significativamente menores, probable-
mente debido a su secrecion al medio. Solo se han detectado trazas de DE2-
NPPB en las fracciones proteicas del ndcleo y del citoesqueleto; los niveles relati-
vos de NPPB en estas fracciones fueron ligeramente mayores.

En su conjunto, los resultados sugieren que, aunque ambas proteinas
recombinantes se expresan y acumulan en las células COS-7, DE2-NPPB, a dife-
rencia de NPPB, no se secreta al medio de cultivo.

Para obtener masinformacion referente alalocalizacion intracelular de DE2-
NPPB versus NPPB, hemos utilizado la deteccion inmunocitoquimica de estas pro-
teinas fusionadas a los epitopos FLAG en células COS-7 respectivamente
transfectadas con el uso de los anficuerpos anti-FLAG marcados con fluoresceina.
DE2-NPPB estd enriquecido principalmente en granulos agrupados en la region
peri-nuclear de las células transfectadas, sugiriendo que esta proteina podria es-
tar asociada, al menos parcialmente, con los endo/lisosomas convencionales.
No se ha detectado una senal inmunofluorescente en la membrana plasmdatica
de las células COS-7 transfectadas con DE2-NPPB. El patron de distribucion de
NPPB, por el contrario, se ha caracterizado por la presencia de numerosas vesicu-
las fluorescentes a lo largo del citoplasma (Fig. 35E). Este patron de distribucion
punteado es caracteristico de las proteinas secretadas. Cabe subrayar, en este
sentido, que los resultados de nuestro andlisis bioinformdtico de las secuencias de
DE2-NPPB y NPPB (mediante el algoritmo pTARGET) resultaron en predicciones
alfamente fiables de la localizacion lisosomal y de la secrecion, respectivamen-
fe.

Concluyendo, los resultados de distintas series experimentales sugieren fir-
memente que el transcripto DE2-NPPB podria generar una isoforma proteica es-
table in vivo. Aunque tanto la isoforma DE2-NPPB como la NPPB se detectan en el
citoplasma de células COS-7 transfectadas, DE2-NPPB, a diferencia de NPPB, no
se secreta al medio y muestra un patréon de distribucion infracelular distinto del
NPPB.

3.2.3. La expresion de DE2-NPPB se down-regula en el miocardio porcino durante
el desarrollo postnatal

Hemos comparado los niveles de la variante DE2-NPPB en las cuatro cdma-
ras cardiacas de cerdos recién nacidos y de 30 dias utilizando gPCR (Fig. 36). Los
niveles cardiacos de DE2-NPPB se reducen significativamente a los 30 dias de

edad compardndolos con los animales recién nacidos, pero el grado de
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disminucion de la expresion de DE2-NPPB es diferente en cada cdmara cardio-
ca. Enlos animales de 30 dias, la méaxima reduccion de los niveles del franscripto
DE2-NPPB se ha observado en el VD (reduccion de 21.6 veces), acompanada
por una down-regulacion, aunque menos llamativa, en el VI (12.7 veces). Por el
contrario, en la AD y Al de estos cerdos neonatales, la disminucidn en los niveles
del franscripto DE2-NPPB ha sido significativamente menor (disminuciéon de 5.6 y
1.7 veces, respectivamente) compardndola con los ventriculos.

Los resultados indican que, dentro de las primeras 4 semanas de la vida
postnatal, el crecimiento rapido del miocardio estd asociado con la down-regu-
lacion de la expresion cardiaca de DE2-NPPB, mds significante en los ventriculos
que en las auriculas y en las cdmaras cardiacas derechas que en las izquierdas.
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Figura 36. Niveles cardiacos del ARNm de AE2-NPPB en el desarrollo postnatal porcino. Niveles de
ARNmM de AE2-NPPB en las cédmaras cardiacas de cerdos recién nacidos (RN, n=6) versus cerdos
de 30 dias (30 d, n=6). VI/VD - ventriculo izquierdo/derecho. Al/AD - auricula izquierda/derecha.
*

p<0.05.

3.2.4. La expresion de DE2-NPPB se re-activa en el modelo porcino de insuficien-
cia cardiaca diastdlica

Los niveles elevados de NPPB en el plasma son indicativos de la disfuncion
diastdlica severa (Grewal et al., 2008a,b). En el presente trabajo, se hainducido la
insuficiencia cardiaca diastdlica (ICD) experimental en cerdos postnatales de 6
dias de edad mediante una Unica inyeccidén de Dox. Veinticuatro dias mds tarde,
los animales desarrollaron una disfuncion diastdlica severa bi-ventricular que cul-
minaba en una congestion pulmonar (véase también: Torrado et al., 2006).
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Hemos cuantificado (mediante gPCR) los niveles relativos del tfranscripto DE2-
NPPB en el miocardio del VI 'y VD de los cerdos control (inyectados con PBS) y
experimentales (inyectados con Dox) (Fig. 37A-C). En cerdos de 30 dias con la
ICD, los niveles del ARNm DE2-NPPB estuvieron significativamente aumentados en
ambos ventriculos estando mucho mds up-regulados en el VD (incremento de
38.8 veces) que en el VI (incremento de 9.4 veces) en comparacion con los cer-
dos control. Elincremento del ARNmM NPPB en el VD y Vlen la ICD versus control no
ha superado los valores de 6.3 y 5.1, respectivamente (datos no mostrados). A
este respecto, sugerimos que la variante DE2-NPPB podria ser superior a NPPB
como un marcador molecular intra-cardiaco de la ICD experimental.
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Figura 37. Niveles cardiacos del ARNm de AE2-NPPB en la ICD experimental. A — RT-PCR
semicuantitativa representativa para los transcriptos AE2-NPPB (diana) y RPL19 (referencia) en el
miocardio del VD de cerdos de 30 dias inyectados con Dox (n=3) versus PBS (n=3). Los pares de
oligonucledtidos utilizados se indican entre paréntesis. B — niveles promedio de ARNm de AE2-
NPPB en el VI/VD en cerdos inyectados con Dox (n=12) versus PBS (n=12) estimado por el andlisis
gPCR. * p<0.05. C — RT-PCR semicuantitativa de los niveles del transcripto AE2-NPPB en el VI de
cerdos recién nacidos (n=3) y de cerdos de 30 dias inyectados con PBS (control; n=3) o Dox (con-
diciones de la ICD; n=2).
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Ademds, la comparacion de los niveles del transcripto DE2-NPPB en el VI/VD (por
RT-PCR semicuantitativa) en cerdos recién nacidos versus de 30 dias normales y
conlalCDrevela que en el miocardio ventricular la expresion de DE2-NPPB, down-
regulada después del nacimiento, se reactiva en la ICD alcanzando niveles simi-
lares a los observados en los animales recién nacidos (Fig. 37C).

3.2.5. DE2-NPPB atenUa la acumulacién y la secrecion de NPPB en ensayos celu-
lares in vitro

Debido a que las variantes DE2-NPPB y NPPB se co-expresan en el miocardio
porcino normal y se co-upregulan en el miocardio en la ICD experimental, seria
interesante estudiar posibles consecuencias de esta co-regulacion, y, particular-
mente, en determinar sila isoforma no secretada DE2-NPPB podria influir sobre las
tasas de acumulacion/secrecion de la isoforma proteica NPPB en las células que
co-expresarian ambas isoformas. Con el fin de testar esta posibilidad, co-
transfectamos simultdneamente las células COS-7 con: (1) una concentracion
constante de un pldsmido portador del FL-NPPB fusionado al epitopo myc, (2)
concentraciones crecientes de un plasmido portador del FL-DE2-NPPB fusionado
al epitopo FLAG, y (3) concentraciones decrecientes del vector vacio para nor-
malizar la concentracion total de ADN plasmidico en diferentes co-transfecciones
(asi, cada lote de células transfectadas podria recibir la misma cantidad de ADN
plasmidico total).

Las células COS-7 transfectadas con los diferentes pldsmidos se han analiza-
do por Western blot y RT-PCR. La figura 38A muestra la deteccidon de la expresion
proteica de NPPB y de DE2-NPPB en las células co-transfectadas. Como esperd-
bamos, ambas proteinas se pueden detectar en las células transfectadas. La
observacion mads sorprendente fue, a pesar de que ambas proteinas se detecta-
ron en las células, la inhibicion dramdatica de la acumulacion de myc-NPPB (Fig.
38A, panel superior, carriles 4-6) en presencia de cantidades crecientes del
plasmido FLAG-DE2-NPPB, lo que no se ha observado en la células co-fransfectadas
con el plasmido myc-NPPB y el vector vacio (Fig. 38A, panel superior, carril 1) o
con el plasmido que expresa la proteina no relevante (Fig. 38C, panel superior,
carriles 2-6) donde se detectaron cantidades similares de la isoforma proteica
NPPB. Es importante subrayar que la inhibicion de la acumulacion de NPPB dentro
de las células transfectadas se ha asociado con su secrecion reducida al medio
de cultivo (Fig. 38A, paneles inferiores).
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Figura 38. La proteina AE2-NPPB afecta la produccion y secrecion del precursor NPPB segln lo
revelado por los ensayos de co-transfeccion celular. A —lisados (células) totales proteicos y medio
libre de células (medio de cultivo) procedente de las células COS-7 co-transfectadas con myc-FL-
NPPB, FLAG-FL-AE2-NPPB vy el vector vacio que fueron sometidos a electroforesis e inmunoblot
(WB) con anticuerpos anti-myc o anti-FLAG. Se muestran los valores de PM (kDa) de las bandas
detectadas. B — relacién inversa entre la expresion proteica de NPPB y de AE2-NPPB en células
COS-7 co-tfransfectadas. Los datos promedio de cuatro replicados de cada combinacion de co-
transfeccién (carriles 1-6 como se indica en A). C — lisados (células) totales proteicos de las células
CQOS-7 co-transfectadas con myc-FL-NPPB, FLAG-FL-ANKRD1 (control) y el vector vacio fueron so-
metidos a electroforesis e inmunoblot (WB) con anticuerpos antfi-myc o anti-FLAG. Se muestran los
valores de PM (kDa) de las bandas detectadas.

La figura 38B muestra los resultados de cuatro repeticiones de esta serie ex-
perimental demostrando que la inhibicidn de la acumulacion de NPPB por DE2-
NPPB en células COS-7 co-transfectadas es dosis dependiente. Es decir que el
grado de la inhibicion de la acumulaciéon de la isoforma NPPB es directamente
proporcional al aumento de los niveles de la isoforma DE2-NPPB.
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Un posible efecto inespecifico de la isoforma DE2-NPPB sobre la produccion de la
isoforma NPPB se ha estudiado en experimentos de co-transfeccion usando el
vector myc-NPPB en combinacion con el pldsmido portador de ankyrin repeat
domain 1 (ANKRD1) fusionado al epitopo FLAG. En las células COS-7 respectiva-
mente co-transfectadas, 1o0s niveles del producto proteico myc-NPPB permane-
cieron inalterados a pesar de la co-expresion del FLAG-ANKRD1 a niveles exire-
madamente altos (Fig. 38C, compdrense los carriles 1-3 con los carriles 4-6). En las
co-fransfecciones DE2-NPPB/NPPB, los niveles de ARNm de NPPB (determinados
por RT-PCR) no estuvieron afectados, descartando un posible efecto de la expre-
sion de DE2-NPPB sobre la funcionalidad del promotor CMV. La co-
inmunoprecipitacion no detecto la interaccion entre las isoformas DE2-NPPB vy
NPPB co-expresadas en las células COS-7 (datos no mostrados).
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Figura 39. La acumulacion de la proteina NPPB se inhibe en las células transfectadas en pre-

sencia de los péptidos AE2-NPPB sintéticos en el medio de cultivo. A — mapeo esquemdtico de los
péptidos AE2-NPPB sintetizadosin vitro (FL - full lenght; KSW, PLP) sobre la secuencia proteica com-
pleta de AE2-NPPB. B — membranas tfratadas con anticuerpos anti-FLAG (WB; panel superior) y re-
tenidas posteriormente con Amido negro (carga proteica; panel inferior). Las células COS-7
transfectadas con el vector FLAG-FL-NPPB se han cultivado en medio complementado con: vehi-
culo de transfeccidn proteica (carriles 1, 2), FL-AE2-NPPB (carriles 3, 4), PLP-AE2-NPPB (carriles5, é) o
KSW-AE2-NPPB (carriles 7, 8). 22 kDa - PM de FLAG-FL-NPPB. C — efecto promedio (n=3) de la inhibi-
cién de la acumulacién de la proteina NPPB en las células cultivadas en presencia de los péptidos
AE2-NPPB en el medio de cultivo. * p<0.05. La secuencia de aa de los péptidos KSW- y PLP-AE2-
NPPB se muestra en la Figura 33 (pdagina 112).
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El siguiente paso era comprobar sila adicion de la proteina DE2-NPPB exdgena
podria afectar a la sintesis y acumulacion de NPPB en las células transfectadas.
Con este fin, hemos monitorizado los niveles de expresion del plasmido FLAG-
NPPB (mediante Western blot) en las células COS-7 respectivamente fransfectadas
y cultivadas en presencia de FL-DE2-NPPB sintético o de sus péptidos (PLP y KSW)
en el medio (Fig. 39A). A las concentraciones aplicadas, todos los péptidos sinté-
ticos inhibieron la acumulacion de la proteina FLAG-NPPB recombinante en las
células transfectadas (Fig. 39B), siendo el efecto inhibitorio del péptido KSW-DE2-
NPPB maximo (Fig. 39B, C) y comparable con el grado de la inhibicion de la acu-
mulacion de NPPB en las co-transfecciones con el plasmido DE2-NPPB (véase la
Fig. 38B, posicion 3). Esto Ultimo sugiere que la actividad inhibitoria de la isoforma
DE2-NPPB sobre la expresidon de la isoforma NPPB regular se determina por los
residuos localizados dentro de la secuencia de DE2-NPPB codificada por el exdon
3 (véase Fig. 33B).

En conjunto, los resultados de los ensayos de co-fransfeccion celular sugie-
ren que: (1) la isoforma DE2-NPPB podria desempenar un papel negativo en la
regulacion post-transcripcional de NPPB y (2) el nivel de la expresion proteica de
DE2-NPPB podria ser un factor limitante en cuanto alos niveles de la acumulacion
y secrecion del NPPB en los cardiomiocitos.

3.2.6. Las variantes de NPPB generadas por el skipping de exones se detectan en
el miocardio humano normal y cardiomiopatico

Debido a que nuestros resultados en el modelo porcino indican que la ex-
presion de la variante DE2-NPPB estd significativamente reactivada en la ICD ex-
perimental (véase la Fig. 37), nos parecid ldgico comprobar si también eso ocurre
en el miocardio humano con la insuficiencia cardiaca. Para examinar esta posi-
bilidad, primero estudiamos la presencia de las variantes de NPPB generadas por
el skipping de exones en las muestras cardiacas procedentes de un paciente de
8 semanas de edad. Se han detectado (mediante RT-PCR) dos variantes genera-
das por el skipping de exones de NPPB en el miocardio humano: uno similar al
DE2-NPPB porcino con el skipping del exén 2 (denominado DE2 humano NPPB o
DE2-hNPPB) y el otro transcripto con el skipping parcial del exéon 1y el skipping
completo del exdn 2 denominado pDE1/DE2-hNPPB (Fig. 40A-B). De acuerdo con
el andlisis bioinformdatico de las secuencias correspondientes, el DE2-hNPPB es un
ortélogo de la variante porcina DE2-NPPB mientras que la variante pDE1/DE2-hNPPB
representa un transcripto sin un marco de lectura identificable. En corazones hu-
manos postnatales, ambos tfranscriptos, DE2-hNPPB y pDE1/DE2-hNPPB, se han de-
tectado a unos niveles mds abundantes en las auriculas que en los ventriculos

(Fig. 40B).
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Figura 40. Identificacié n y expresion de las variantes de NPPB generadas por el skipping de exones
en el miocardio humano. A - representaciones esquemdticas de NPPB humano (h) regular (n°
acc.: NM_002521) y secuencias de NPPB generadas por el skipping de exones usadas para el
diseno de los oligonucledtidos. 1-3 — exones. ATG y CT- codones de inicio y de terminacion, res-
pectivamente. Se indica la localizacién aproximada de los oligonucledtidos para el andlisis RT-
PCR. Lineas negras gruesas - tamarfo esperado de los amplicones correspondientes. B - RT-PCR
semicuantitativa de hNPPB, pAE1/AE2-hNPPB, AE2-hNPPB y RPL19 en cuatro cdmaras del corazén
humano de 8 semanas postnatales. Entre paréntesis - oligonucledtidos utilizados. VI/Al - ventriculo/
auricula izquierda; VD/AD - ventriculo/auricula derecha; M - GeneRuler DNA ladder mix (Fermen-
tas). C - RT-PCR semicuantitativa para los transcriptos diana (pAE1/AE2-hNPPB y AE2-hNPPB) vy el
franscripto de referencia (RPL19) en muestras del ventriculo izquierdo (VI) normal (N) versus
cardiomiopdtico (CM) en el corazdén humano adulto. Se muestra el tamano de los amplicones
correspondientes. D — niveles promedio del ARNm de pAE1/AE2-hNPPB y AE2-hNPPB en las mues-

tras del VI normal (n=5) versus cardiomiopatico (n=5).*p<0.05.
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En general, este patron de expresion, mayor en las auriculas que en los ventriculos,
es comparable con el de la variante DE2-NPPB en los corazones de cerdos recién
nacidos (véase la Fig. 32C). También hemos comparado la expresion de las va-
riantes de skipping de exones del NPPB humano en las muestras de ARN proce-
dentes de miocardio humano adulto normal y cardiomiopdatico (Fig. 40C). El nivel
de expresion de los dos transcriptos NPPB generados por skipping de exones estd
significativamente up-regulado en las muestras del VI de corazones explantados
en comparacion con las procedentes de los corazones de los donantes (Fig. 40D).

Los datos demuestran que las variantes NPPB generadas por el skipping de exones
se expresan en el miocardio humano postnatal y adulto y se up-regulan en la fase
final de la insuficiencia cardiaca debida a la cardiomiopatia dilatada (CMD).
Asi, la up-regulacion de las variantes NPPB generadas por el skipping de exones
asociada alainsuficiencia cardiaca es similar tanto en la CMD humana como en
el modelo porcino de la ICD.

3.3. Comentario: Logros y propuestas

En el presente estudio, hemos identificado y caracterizado una nueva va-
riante de ARNm de NPPB que se expresa en el corazéon postnatal porcino y huma-
no. El punto de partida para desarrollar este trabajo ha sido la identificacion (me-
diante DDRT-PCR) de un transcripto “fragmentado” (véase el Capitulo 1; Tabla 8,
banda D170) predominantemente enriquecido en el ventriculo izquierdo de cer-
dos recién nacidos cuya secuencia tenia una homologia completa con las se-
cuencias localizadas dentfro del exéon 1y exon 3 del franscripto primario del gen
porcino de NPPB. Hemos denominado esta nueva variante, que corresponde al
transcripto NPPB sin exdn 2, como DE2-NPPB. Aunque la variante DE2-NPPB no
tiene todavia un papel definido con respecto ala fisiologia y funcion del miocardio,
nuestros datos representan un primer acercamiento a este aspecto utilizando los
ensayos modelo in vitro e in vivo.

El tfranscripto DE2-NPPB porcino se expresa, pero generando una nueva
isoforma proteica que tiene 40 aa adicionales en su extremo CT en comparacion
con laisoforma NPPB codificada por los tfres exones (véase la Fig. 32A y 33B). Esto
significa que si la traduccidon ocurre, esta variante no procederia a formar la es-
tructura clasica de “anillo” caracteristica de NPPB regular. Es posible que DE2-
NPPB tiene funciones Unicas que se determinan por su estructura. Por ejemplo,
DE2-NPPB, a diferencia de la isoforma NPPB regular, puede estar asociada con la
membrana lisosomal debido a que tiene dominios LAMP-like y transmembrana
caracteristicos de profeinas asociadas a la membrana lisosomal (Hunziker, Geuze,

125



1996; Eskelinen et al., 2003). Adicionalmente, la pérdida del exdn 2 causa un
cambio de marco de lectura generando una secuencia codificante previamen-
te no reconocida con homologia restringida Unicamente ala secuencia del exéon
1 de NPPB porcino. Laisoforma DE2-NPPB se expresa en células pero, a diferencia
de NPPB, se detecta sélo en el citoplasma de las células transfectadas, indican-
do que la delecidon del exdén 2 afecta a su secrecion al medio de cultivo. La
diferencia en la retencion/secrecion de estas dos variantes de splicing de NPPB
en células COS-7 transfectadas podria estar asociada con diferencias en su trafi-
co/localizacion intracelular (véase la Fig. 35E).

Hemos encontrado que tanto DE2-NPPB como NPPB se co-expresan en el
miocardio hormal y se co-upregulan en el miocardio porcino en el modelo de la
ICD (véase la Fig. 37). La siguiente pregunta que planteamos era si la co-regulo-
cion de la expresion cardiaca de las dos variantes NPPB, una secretada (NPPB) y
la otra no (DE2-NPPB), tiene un significado funcional. Para responder a esta pre-
gunta, hemos co-transfectado simultdneamente las células COS-7 con los
pladsmidos DE2-NPPB y NPPB en distintas proporciones. Bajo estas condiciones ex-
perimentales, los niveles proteicos de NPPB se disminuyeron en una proporcion
inversa a la cantidad creciente de DE2-NPPB (véase Fig. 38B), indicando que la
inhibicion de la acumulacion/secrecion de la proteina NPPB, mediada por DE2-
NPPB, es dosis-dependiente. Estos efectos inhibidores se observaron en los experi-
mentos de incubacion de las células COS-7 transfectadas Unicamente con el
pladsmido NPPB en la presencia de los péptidos sintéticos DE2-NPPB en el medio
de cultivo. Se debe subrayar que la inhibicidén de la acumulacion/secrecion de la
proteina NPPB en presencia del producto(s) proteico(s) DE2-NPPB no estd relacio-
nada con una disminucion de los niveles del ARNm de NPPB en células COS-7
transfectadas. Asi, el fendbmeno de la inhibicion de la acumulaciéon de la proteina
NPPB en presencia del producto proteico DE2-NPPB podria estar condicionado
por una traducibilidad reducida del NPPB o bien por una inestabilidad elevada
del polipéptido NPPB. Referente a la Ultima posibilidad, hemos observado que la
disminucién de los niveles proteicos de NPPB inducida por DE2-NPPB podria ser
recuperada parcialmente (hasta un 20-40%) cultivando las células COS-7 co-
transfectadas en el medio suplementado con inhibidores de proteasas tales como
Leupeptin o Chlorogquine (datos no mostrados).

Nuestros datos indican que DE2-NPPB y NPPB porcinas son proteinas con dis-
tintas propiedades moleculares, localizacion celular y dindmica de retencion/
secrecion. Como tal, se podria esperar que estas isoformas de NPPB podrian te-
ner los papeles moleculares no complementarios en lo que respecta a uno con el
ofro.
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Contrariamente, nuestros datos de los ensayos celulares apoyan otro mode-
lo en el cual DE2-NPPB regula la produccion de NPPB al nivel post-franscripcional,
sugiriendo la existencia de un mecanismo negativo (hegative feedback loop) de
la regulacion de la produccion de laisoforma NPPB regular por DE2-NPPB. Tenien-
do en cuenta que estas isoformas proteicas no interaccionan fisicamente la una
con la otra, es razonable suponer que DE2-NPPB podria afectar a la tasa de pro-
duccion/acumulacion de NPPB indirectamente.
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V. Discusion
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V. Discusion

Los resultados de cada fase experimental del presente proyecto han sido discuti-
dos de un modo puntual concreto en los comentarios a los correspondientes
capitulos. En este apartado se presenta una interpretacion general de los resulta-
dos y las sugerencias y especulaciones derivadas del trabajo en su conjunto.

La hipertrofia cardiaca constituye una de las principales formas de respuesta del
cardiomiocito a estimulos biomecdnicos en términos de normalizacion de los
pardmetros cardio-dindmicos afectados. Esta accion compensatoria, sin embar-
go, se ve en algun momento sobrepasada por el estrés continuo (Perrino et al.,
2006), lo que da lugar al cuadro de la insuficiencia cardiaca (IC), que causa una
gran morbilidad y mortalidad (Mudd, Kass, 2008). Desde un punto de vista
fenotipico morfoldgico se distinguen dos formas de la hipertrofia cardiaca, una
concéntrica, secundaria a la sobrecarga de presion y caracterizada por el en-
samblaje en paralelo de sarcdmeros con aumento del didmetro transversal del
cardiomiocito, y ofra excéntrica, debida a la sobrecarga de volumen, caracteri-
zada por la adicion lineal de sarcoémeros en serie con un crecimiento longitudinal
del cardiomiocito.

Aungue ambos tipos del remodelado hipertréfico tienen importantes consecuen-
cias para la organizacion estructural y la funcion de ambos ventriculos (tanto en
la salud como en la enfermedad cardiaca), la predisposicion molecular del
miocardio al remodelado hipertréfico (concéntrico o excéntrico), sigue siendo, a
pesar de unos intentos (Kaufman et al., 2008), un campo de especulaciones. Los
antecedentes al presente trabajo realizados por nuestro (Torrado et al., 2004, 2006)
y otros grupos (Quaglietta et al., 2008) de investigacion indicaban que el corazéon
de cerdos recién nacidos podria ser utilizado como un modelo natural para el
estudio de la predisposicion molecular del miocardio ventricular a distinfos tipos
del remodelado hipertrofico postnatal.

En la circulacion prenatal, la carga de presion es igual entre ambos ventriculos
porcinos lo que resulta en un grado similar de |la hipertrofia ventricular (Beinlich et
al., 1995). Esta situacion hemodindmica se cambia brevemente después del na-
cimiento cuando el VI se expone a mds alta carga hemodindmica sistémica en
comparacion con el VD, con un rapido remodelado concéntrico (VI) versus ex-
céntrico (VD) (Torrado et al., 2004). Asi, suponemos que el estudio franscripcional
comparativo del VIl versus VD del corazon porcino perinatal podria conducirnos a
la identificacion de las diferencias regionales en la expresion génica previas al
desarrollo de los signos morfoldgicos del remodelado hipertrofico concéntrico/
excéntrico del miocardio ventricular. Es decir, este trabajo se ha basado en la

hipotesis de que el miocardio perinatal se caracteriza por una
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predisposicion molecular compartimentalizada (VI versus VD) a distintos ti-
pos del remodelado hipertréfico postnatal.

Consecuentemente a este escenario, la ejecucion de nuestro frabajo se
ha articulado en las siguientes fases interconectadas (Fig. 41): (1) el andlisis com-
parativo no precondicionado de la expresion génica en el VI versus el VD de
cerdos recién nacidos, (2) la identificacion de los transcriptos diferencialmente
enriquecidos en el VI o VD, (3) seleccidon de nuevos franscriptos (no caracteriza-
dos) con la expresion predominante en el VI versus VD, que, a la vez, sea cardio-
restringida y (4) la identificacion y caracterizacion molecular y funcional de estos
transcriptos (previamente no anotados) tanto en ensayos celulares como en el
modelo porcino y en pacientes con la IC.

En este apartado se articulardn los resultados en relacion con dos aspectos
generales que se engloban en la hipdtesis del trabajo, es decir: (1) la predisposi-
cion molecular del miocardio ventricular a distintos tipos del remodelado
hipertréfico revelada en animales modelo y (2) la expresion regionalizada de las
nuevas variantes de los genes marcadores de la hipertrofia y dano cardiaco
(ANKRD1 y BNP) en el miocardio ventricular normal y patolégico.

5.1. La expresidon génica regionalizada en el miocardio perinatal supone una
predisposicion molecular a distintos tipos del remodelado hipertréfico postnatal

Los mecanismos que dan lugar a diferencias tfranscripcionales en el VI/VD
en el corazon perinatal son prdcticamente desconocidos, pero de especial inte-
rés (Kelly et al., 2003), debido a los diferentes papeles funcionales que cada
ventriculo manifiesta después del nacimiento. Asi, nuestra atencion ha sido dirigi-
da alos tejidos diana (VIy VD) de cerdos recién nacidos y al andlisis de los patro-
nes moleculares que podrian pre-existir en el miocardio ventricular antes de su
remodelado regionalizado postnatal, concéntrico (VI) o excéntrico (VD). Por pri-
mera vez se ha conseguido (mediante la aplicacion de la técnica DDRT-PCR)
demostrar que si existen diferencias cuantitativas en la expresion génica entre el
VI y el VD de cerdos recién nacidos, como el reflejo de una predisposicion
molecular diferencial del miocardio ventricular a distintos tipos del remodelado
hipertréfico postnatal (Torrado et al., 2010).

Nuestro estudio identifica las diferencias transcripcionales entre el VIy VD
del neonato porcino unas horas después de nacer. Es muy probable que las dife-
rencias detectadas estén pre-condicionadas, por lo menos parcialmente, por los
mecanismos que regulan la compartimentalizacion miocdrdica durante el desa-
rrollo embrionario y fetal. Hoy estd bien documentado que factores de transcrip-
cidon que determinan la compartimentalizacion cardiaca, incluyendo
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Hand1/eHAND, Hand2/dHAND vy Tbx5, se expresan asimétricamente en el
miocardio ventricular fetal del ratén, con diferencias muy significativas entre am-
bos ventriculos (revisado en: Bruneau et al., 2001; Akazawa, Komuro, 2003). En
este sentido, los resultados previos de nuestro grupo demuestran (Torrado et al,,
2004) que Hand1/eHAND y Hand2/dHAND se expresan a niveles similares en am-
bos ventriculos de cerdos recién nacidos, sugiriendo que estos factores no estdn
directamente involucrados en la regulacion de la expresion génica diferencial
entre el VI y VD porcino después del nacimiento, en contraste con su expresion
compartimentalizada en el miocardio ventricular del raton.

Recientemente ha sido demostrado que el ofro factor de transcripcion,
serum response factor (SRF), juega un papel importante en la determinacion del
tipo de remodelado hipertrofico del miocardio ventricular postnatal. La
inactivacion mosaica de SRF en el VI del ratdén adulto provoca la hipertrofia ex-
céntrica de los miocitos SRF, mientras que los cardiomiocitos SRF+ sufren el
remodelado hipertréfico concéntrico (Gary-Bobo et al., 2008). Las funciones de
SRF en el miocardio se determinan, en gran medida, por la co-expresion de su
co-factor, myocardin (Myocd) (revisado en: Pipes et al., 2006; Parmacek, 2007). El
co-factor de transcripcion, Myocd, en su lugar, provoca elremodelado hipertrofico
concéntrico de los cardiomiocitos murinos neonatalesin vitro (Badorffet al., 2005;
Xing et al., 2006). Sin embargo, myocd se expresa a niveles iguales en ambos
ventriculos del corazén de cerdos recién nacidos (Torrado et al., 2003).

El factor Tox5 (uno de los factores de franscripcion de la familia T-box), que
tiene papeles importantes en el desarrollo y la morfogénesis del corazén, se ex-
presa en el VI pero no en el VD en embriones/fetos del ratén y la inactivacion de
Tbx5 resulta en una severa hipoplasia del VI mientras que el desarrollo del VD no
se afecta (Bruneau et al., 2001). Teniendo en cuenta estos resultados, nos parece
oportuno suponer que Thx5 podria estar involucrado en la regulacion de la ex-
presion diferencial (izquierda/derecha) en el miocardio fetal tardio y neonatal en
cerdos. La aprobacion experimental de esta sugerencia se plantea en nuestro
grupo, dentro de un futuro proyecto que complementard el actual y en el que se
analizard la expresion ventricular izquierda/derecha de factores de transcripcion
en mamiferos inferiores y mamiferos superiores.

En este trabajo, entre los genes cuyos niveles de expresion son diferentes
entre el Vly el VD, destaca una pequena cohorte de los posibles candidatos que
podrian estar relacionados con la regulacion de los procesos de la hipertrofia
conceéntrica versus excéntrica (véase Tabla 8; Capitulo 1 de Resultados). A este
respecto hemos demostrado, por primera vez, que los reguladores del crecimien-
to de las células musculares (MAP3K7IP2, MSTN, PHB2, APOBEC3F) y de la expre-
sion génica (PTPLAD1, JMJDI1C, CEP290) se expresan predominantemente en el
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VI de cerdos recién nacidos. Utilizando MSTN como un gen modelo, de-
mostramos que su expresion predominante en el VI de cerdos recién nacidos se
mantiene durante el desarrollo postnatal (véase Fig. 18; Capitulo 1 de Resultados)
cuando el VI sufre un rdpido vy significativo remodelado hipertréfico concéntrico.
Comentando por adelantado, la expresion predominante de las nuevas varian-
tes de splicing alternativo de ANKRD1/CARP (véase el Capitulo 2 de Resultados) y
NPPB/BNP (véase el Capitulo 3 de Resultados) en el VI de cerdos recién nacidos
también se mantiene en el corazédn de cerdos de 30 dias de la vida postnatal.
Adicionalmente, en ratas jovenes, el desarrollo de la hipertrofia concéntrica for-
zada del VI (inducida experimentalmente por sobrecarga de presion) estd aso-
ciada con la up-regulacion de la expresion de los factores de la proliferacion
celulary de los factores de transduccion de senal (Gallego-Delgado et al., 2009).
En conjunto, interpretamos esos datos como un reflejo a nivel molecular de las
distintas propiedades intrinsecas del VI y VD (Modesti et al., 2004) para responder
ala sobrecarga de presion y de volumen, respectivamente. Aunque se supone la
existencia de las diferencias intrinsecas entre los cardiomiocitos del VI'y del VD,
sus fundamentos se esperan que sean muy complejos a nivel molecular ya que la
diversidad y la variabilidad de mecanismos moleculares implicados seria a priori
enorme, incluyendo los fendbmenos relacionados con la memoria celular molecular
(Kelly et al., 2003).

Los hallazgos derivados de nuestro trabajo podrian ser relevantes para el
estudio del remodelado ventricular patolégico dado que la IC, provocada por
distintfos insultos, resulta en una modulacion de la expresion génica ventricular
compartimentalizada. En el modelo de infarto de rata, se ha observado (en el
miocardio no infartado) una disminucion de la expresidon génica mas llamativa
en el VD en comparacion con el VI (Chugh et al., 2003). En el modelo porcino de
la IC cardio-toxica hemos demostrado que el patron normal asimétrico (VI versus
VD) de la distribucion de ANKRD1 (del transcripto y de la proteina) estad completa-
mente suprimido en la fase terminal de la IC; la mejora del funcionamiento car-
diaco resulta en la restauracion de la expresion asimétrica de ANKRD1 en el
miocardio ventricular porcino (Torrado et al., 2004). En el modelo porcino de so-
brecarga de volumen, los niveles de expresion de los factores pro-hipertroficos,
angiotensinogen y prepro-endothelin, resultaron significativamente down-regu-
lados en el VD mientras que permanecieron sin cambios en el VI (Modesti et al.,
2004). En el modelo murino de sobrecarga de presion bi-ventricular, mas de 10
transcriptos mostraron una down-regulacion significativa en el VD, pero no en el
VI, incluyendo fres genes de la ruta de senalizacion Wnt, y genes de las rutas
apoptdticas (Urashima et al., 2008). En ratas jovenes, la hipoxia cronica resulta en
el cambio de la expresion predominante de cytochrome ¢ oxidase en el VI ha-
cia
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su expresion predominante en el VD (Zungu et al., 2008). Aunque los datos
mencionados son correlativos y no permiten explorar las relaciones “causa-efec-
to” en cada experimento concreto, es evidente que la IC afecta la regionalizacion
de la expresion génica en el miocardio ventricular.

De un modo general, hemos identificado un conjunto de genes con expre-
sion divergente en el VI en comparacion con el VD en cerdos neonatales. Segun
nuestro conocimiento, esta es la primera caracterizacion de perfiles de la expre-
sidon génica a gran escala en el miocardio neonatal temprano en mamiferos. Su
fiabilidad estd apoyada por la confirmacion de los resultados por gPCR vy por el
reconocimiento de que unos de los genes que se expresan diferencialmente en
el miocardio ventricular neonatal normal son los genes cuya expresion se altera
significativamente en el remodelado patoldgico y la IC severa.

Ademds de los resultados relevantes a la regionalizacion de la expresion
génica en el miocardio ventricular porcino, surgid otro dato importante y es que
dentro de los franscriptos diferencialmente enriquecidos en el VI o VD hemos
detectado al menos 6 tfranscriptos tfodavia no anotados (véase Tabla 8; Capitulo
1 de Resultados). Dos de ellos, D036 y D170, mostraron una homologia secuencial
con distintas regiones de los transcriptos primarios del gen ankrdl y nppb, respec-
tivamente. A consecuencia de estos resultados, surgieron (como una “bifurca-
cion” experimental de este proyecto) ensayos similares de identificacion, carac-
terizacion y andlisis molecular/funcional de nuevas variantes/isoformas de ANKRD1/
CARP y NPPB/BNP motivando una serie de reflexiones e interrogantes que se ex-
ponen a continuacion.

5.2. Posible relevancia funcional de la expresion de las nuevas variantes de ANKRD1
y NPPB en el miocardio normal y patolégico

A lo largo de la ejecucion de nuestro trabajo, hemos identificado y deter-
minado la expresion de los ARNm de ANKRD1/CARP y NPPB/BNP (dos marcado-
res establecidos de la hipertrofia y dano cardiaco) como variantes de splicing
alternativo. La expresion de las variantes de splicing alternativo de ankrdl y nppb
estd modulada por el tipo de la hipertrofia ventricular (los niveles mas altos en el
VI en comparacion con el VD) y por el estrés/dano cardiaco (una significativa
up-regulacion en la IC). Este apartado pondrd de manifiesto las caracteristicas
mas llamativas de la expresion de estas variantes, resalfando aquellas observa-
ciones mas significativas establecidas en nuestros modelos celulares y animales, y
en pacientes con la IC severa.
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5.2.1. Variantes/isoformas de ANKRD1/CARP

Aunque existieron indicios indirectos previos (Yang et al., 2005; Cullingford
et al., 2008), nuestros resultados que demuestran los sucesos del splicing alternao-
tivo del transcripto primario del gen ankrdl (véase Capitulo 2 de Resultados; To-
rrado et al., 2009) en el miocardio son, hasta la fecha, las Unicas aportaciones
directas al tema. En el corazdn porcino neonatal, el gen ankrd| se expresa como
cuafro variantes, tres de las cuales retienen intrones. En el corazon humano
(neonatal y adulto) se han detectado dos ortdlogos de las variantes de ankrdl
porcino con intrones retenidos.

Hemos presentado los datos que indican que, en los cardiomiocitosin vivo,
los tfranscriptos ankrdl con infrones retenidos se exportan al citoplasma y, por lo
tanto, se escapan de su degradacion mediante la ruta de nonsense mediated
decay (NMD) aunque esta opcidn no estd del todo descartada. Existen hipdtesis
contradictorias sobre el papel del acoplamiento del splicing alternativo y NMD
en la regulacion de la expresion génica (Lareau et al., 2007). Como se ha sugeri-
do inicialmente, NMD activado por eventos de splicing alternativo puede repre-
sentar un mecanismo de down-regulacion de la expresion de un gen en un tejido
concreto (Alonso, 2005). Sin embargo, las observaciones posteriores demostraron
que la mayoria de transcriptos generados por splicing alternativo se detectan de
un modo uniforme y a niveles poco abundantes en muchos tejidos de mamiferos,
independientemente de la activacion de NMD (Pan et al., 2006).

Nuestro trabajo aporta nuevos datos relevantes a este enigmdatico aspec-
to. Los transcriptos ankrd] sin y con intfrones se co-expresan constitutivamente en
el corazén porcino y humano y se up-regulan de un modo similar en el miocardio
enlaIC, sugiriendo que la poblacion de los ARNm del gen ankrd 1 no es homogé-
nea en los cardiomiocitos, pero estd compuesta por un cierfo nUmero de
transcriptos diferentes, con la regulacion positiva similar de su expresion tanto en
la salud como en la enfermedad cardiaca. Con esto Ultimo, en todos los ensayos
realizados, el mayor nivel de los transcriptos ankrd]1 que retienen intfrones se ha
asociado siempre con el mayor contenido de la proteina ANKRD1 (estimado
mediante Western blot) en el miocardio. Entonces podemos suponer que la ex-
presion de las variantes de splicing alternativo de ankrdl con infrones retenidos
resultaria en un aumento del producto proteico ANKRD1 en los cardiomiocitos.
Parece razonable interpretar, a este respecto, los resultados de este bloque de
nuestro trabajo en el contexto de la regulacion post-transcripcional positiva de la
expresion del gen ankrdl en el miocardio ventricular. De todos modos, la up-
regulacion de la expresion enddgena de las variantes de ankrdl con intrones
retenidos (inducida por tfransfeccion del Vlin vivo con el vectorankrd sin infrones)
resultod
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en un aumento de la proteina ANKRD1 enddégena aunque los niveles
enddgenos del ARNm regular de ankrd] no demostraron cambios significativos
en el miocardio transfectado (véase Fig. 29 y 30; Capitulo 2 de Resultados).

Inicialmente, laup-regulaciéon de la expresion del genankrd1 en el miocardio
ventricular ha sido interpretado como un factor desfavorable en cuanto a la ex-
presion génica cardiaca (Zolk et al., 2002) debido a que en los ensayos celulares
ANKRD1 inhibia la actividad de los promotores de unos genes que se expresan en
el miocardio (Zou et al., 1997; Jeyaseelan et al., 1997). Sin embargo, un knockout
total de ankrdl en ratones no provocd cambios fenotipicos detectables (Barash
et al., 2007), sugiriendo que ANKRD1 no es crucial para la regulacion de la expre-
sidn génica cardiaca in vivo, como ha sido propuesto en el pasado (Zolk et al.,
2002, 2003).

Recientemente se puso de manifiesto que la expresion aumentada del gen
ankrd] puede representar una respuesta adaptativa del miocardio al estrés tan-
to durante el desarrollo fetal como en la vida postnatal (Mikhailov, Torrado, 2008;
Qiu et al., 2010). Esta hipodtesis se apoya en varios argumentos, entre los que des-
tacan los siguientes: (1) la acumulaciéon de proteinas con dominios ankyrin (Miles
et al., 2005), incluyendo ANKRD1 (Scurr et al., 2008), favorece a la supervivencia
celular, (2) la expresion forzada del gen ankrdl en los cardiomiocitos fetales de
rata (Hanet al., 2005) y células endoteliales microvasculares de humanos (Samaras
et al., 2007) aumenta la resistencia celular a la apoptosis, (3) en el modelo de
isquemia cardiaca en rata, la down-regulacion de la expresion de ankrd] en el
miocardio se asocia con el incremento de la muerte apoptdtica celular (Lee et
al., 2009) y (4) la proteina ANKRD1 interacciona fisicamente con las proteinas
involucradas en las respuestas del miocardio al estrés (Mikhailov, Torrado, 2008).
Todavia no estd probado si la expresion de las variantes de ankrd 1 identificadas y
caracterizadas en nuestro estudio podria tener implicaciones anti-apoptdticas
parecidas a las del transcripto ankrdl regular (sin intrones retenidos). Sin embar-
go, nuestros resultados preliminares indican que la expresion forzada de las va-
riantes ankrd]1 porcinas (sin y con infrones retenidos) en células COS-7 resulta en
una disminucion similar de los niveles de la caspasa-3 activa en comparacion
con las células transfectadas con el vector vacio (datos no mostrados).

Como se ha comentado anteriormente, la traduccidon de los transcriptos
ankrd] conintrones retenidos podria generar las isoformas proteicas modificadas
en su extremo C-terminal (véase Fig. 20D, 22 y 23; Capitulo 2 de Resultados). Los
estudios de las interacciones entre la proteina ANKRD1 y ofras proteinas
miocdrdicas se han enfocado en el uso de la proteina ANKRD1 regular o de sus
dominios N- o C-terminal (Zou et al., 1997; Torrado et al., 2004, 2005; Witt et al.,
2005; Hayashi et al., 2008). Los resultados del presente trabajo sugieren que las
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nuevas isoformas de ANKRD1 podrian detectarse en los cardiomiocitos, lo
que requeriria un andlisis mas detallado de su posible interferencia en las
intferacciones entre la proteina ANKRD1 y otras proteinas del cardiomiocito. Por
ejemplo, la isoforma ANKRD1-i8 retendria todos los motivos conservados ankyrin
que son importantes para las inferacciones de ANKRD1 regular con la proteina
gigante miofibrilar, fitin (Milleret al., 2003) y con la proteina cardiaca, calsequestrin-
2 (Torrado et al., 2005), mientras que las isoformas ANKRD1-i7,8 y ANKRD1-i6,7,8
perderian el cuarto motivo ankyrin (véase Fig. 23) que podria afectar a sus
inferacciones con la proteina miofibrilar, myopaladin (Bang et al., 2001). La im-
portancia de este aspecto se justifica también por los resultados de los andlisis
genéticos del genankrd] en pacientes con distintas formas de la cardiomiopatia.
Recientemente se ha identificado el gen ankrdl como un nuevo gen asociado
con la cardiomiopatia dilatada familiar en humanos y se ha demostrado que las
mutaciones en el gen afectan negativamente a las funciones e interacciones de
las proteinas ANKRD1 mutadas en ensayos celulares (Duboscg-Bidot et al., 2009;
Moulik et al., 2009). Por otra parte, tres mutaciones missense de ankrd] han sido
identificadas en pacientes con la cardiomiopatia hipertrofica. El andilisis funcio-
nal celular reveld que, sorprendentemente, las mutaciones favorecen a las
interacciones ANKRDT - titin (Arimura et al., 2009).

Recientemente se ha generado un notorio interés hacia estudios de la ex-
presion del gen ankrd] en el mUsculo cardiaco (Zagorski et al., 2008; Witt et al.,
2008; Lee et al., 2009; Wei et al., 2009; Qiu et al., 2010) y esquelético (Laure et al.,
2009; Lehti et al., 2009; Ponsuksili ef al., 2009). Por ello y desde el punto de vista
metodoldgico, merece anotar que en los andlisis de RT-PCR cuantitativa el uso
de los oligonucledtidos que hibridan con la secuencia codificada por los prime-
ros seis exones del gen ankrdl generaria un producto de PCR comun para los
transcriptos ankrdl sin y con intfrones. También, hay que tener en cuenta que los
anticuerpos anti-ANKRD1 (tfanto los comerciales como los generados en el labo-
ratorio) estan dirigidos contra su parte N-terminal que es igual en las isoformas
ANKRD1 caracterizadas y, por lo tanto, los anticuerpos no permitirian discriminar
la distribucion de las distintas isoformas de ANKRD1 al nivel subcelular y/o
histoldgico.

Concluyendo, los resultados de este bloque de nuestro tfrabajo demues-
tran que multiples isoformas de ANKRD1 pueden detectarse dentro de los
cardiomiocitos en cerdos y en humanos. Los transcriptos ankrdl que retienen
infrones estdan significativamente up-regulados en el modelo porcino de la IC vy,
por lo tanto, la relevancia del gen ankrd1 a la patogénesis de la IC en humanos
(Zolk et al., 2002; Mikhailov, Torrado, 2008; Wei et al., 2009; Duboscg-Bidot et al.,
2009; Moulik et al., 2009; Arimura et al., 2009) requeriria el andlisis de su patron de
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5.2.2. Variantes/isoformas de NPPB/BNP

En el campo cardiovascular, el gennppb se encuentra entre los genes mdas
estudiados en cuando a su organizacién estructural, regulacion de su expresion,
asi como a la produccion, secrecidn y metabolismo de su producto proteico. Sin
embargo, solo en el ano 2009 se han publicado las primeras evidencias de que
en el miocardio se expresa una isoforma de NPPB generada por el splicing alter-
nativo (por retencion de intrones). El nivel de esta isoforma se aumenta en el
miocardio ventricular en la IC experimental; el producto proteico correspondien-
te no manifiesta las propiedades vaso-dilatorias del BNP regular sino que favore-
ce a la filtracién renal (Pan et al., 2009).

Nuestro trabajo representa la segunda evidencia de los eventos delsplicing
alternativo del nppb pero caracterizados no por la retencidn de intrones sino por
el skipping de exones. Nuestros resultados indican que la isoforma NPPB regular y
su variante/isoforma sin exén 2 (denominada AE2-NPPB) son proteinas con distin-
tas caracteristicas estructurales, localizacion/distribucion subcelular y dindmica
de la retencién/secrecion. El resultado mds llamativo de este bloque de nuestro
trabajo es una serie de indicaciones de que la variante/isoforma AE2-NPPB pue-
de desempenar un papel importante en la regulacion post-transcripcional de la
produccion/secrecion de la isoforma NPPB regular (sin skipping de exones).

En su conjunto, hemos proporcionado fres nuevas observaciones relevan-
tes para la regulacion de la expresion cardiaca del gen nppb bajo condiciones
fisiologicas y patoldgicas: (1) el miocardio normal porcino y humano manifiesta
splicing alternativo del ARNm primario del gen nppb, basado en el skipping de
exones, (2) los niveles intracelulares y la secrecion de NPPB estdn negativamente
regulados por sus variantes generadas por el skipping de exones al nivel post-
transcripcional, y (3) las variantes de NPPB generadas por el skipping de exones
estan up-reguladas en el miocardio en la IC tanto en el modelo porcino de ICD
como en pacientes en la fase final de la CMD.

Los mecanismos post-transcripcionales, que controlan la produccion
intracardiaca y la secrecidon de NPPB, estdn todavia poco definidos. La disminu-
cion de la concentracion intracelular de calcio y de proteinas dependientes de
calcio, como calcineurina (Tavi et al., 2004) y calcio-calmodulina quinasa i
(Ronkainen et al., 2007), resulta en la inhibicidon de la produccion/secrecion de la
proteina NPPB. Adicionalmente, el bloqueo de los canales de calcio de la
membrana plasmatica reduce significativamente la secrecion de NPPB por los
cardiomiocitos normales e hipertrofiados (Nader et al., 2008). El presente estudio
define una nueva via de control post-transcripcional de la expresion y la secre-
cion de la proteina NPPB que estd mediada por su variante de splicing
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alternativo AE2-NPPB. Nuestros datos, obtenidos en los ensayos celulares in
vitro, demuestran que la induccidon de la expresion de AE2-NPPB impide la pro-
duccioén y secrecion de la proteina NPPB por las células co-transfectadas. En la
actualidad, y como una hipdtesis de trabajo, creemos que la produccion des-
equilibrada de la variante/isoforma AE2-NPPB in vivo puede contribuir a la dismi-
nucion de los niveles del precursor NPPB en el miocardio que, a su vez, podria
afectar a la secrecion de NPPB a la circulacion.

Hemos demostrado que las variantes alternativas del tfranscripto primario
del gen nppb, generadas por el skipping de exones, se expresan no solo en cer-
dos sino también en el miocardio humano normal y se up-regulan en el miocardio
humano en la IC severa. En humanos, el skipping de exones en el franscripto
nppb resulta en la generacion de una variante sin un marco de lectura identifica-
ble por los andilisis bioinformdticos (denominada pAE1/AE2-NNPPB) mientras que
la ofra variante (denominada AE2-hNPPB) es predecible que tenga un coddn de
terminacion prematuro (véase la Fig. 40; Capitulo 3 de Resultados). Formalmente,
los ARNm de esas caracteristicas son susceptibles a la ruta de degradacion por
NMD (McGlincy, Smith, 2008). Sin embargo, hay evidencias de que los franscriptos
portadores de los codones de terminacion prematuros pueden escapar del NMD,
resultando en la sintesis de proteinas fruncadas con un efecto negativo dominan-
te sobre la expresion de un gen correspondiente (revisado en: Bashyam, 2009).
Esta interpretacion de la posible influencia negativa de la variante AE2-hNPPB
sobre la expresion de la variante regular del gen nppb humano es formalmente
coherente con los efectos inhibitorios de la isoforma AE2-NPPB porcina sobre |la
produccion y la secreciéon de la proteina NPPB regular establecidos en nuestros
ensayos de co-tfransfeccion celular.

El tema de la participacion de las variantes de nppb (generadas por el
skipping de exones) en la regulacion post-transcripcional negativa de la produc-
cion del precursor proteico NPPB es una investigacion en curso y relevante dado
que tendria importantes implicaciones en la investigacion cardiovascular bdésica
y aplicada dado de que lainterrupcion del estado de equilibrio adaptativo entre
las variantes de NPPB en el miocardio por el estrés podria ser uno de los determi-
nantes de la progresion del miocardio afectado hacia la disfuncion contrdctil e
IC. Teniendo en cuenta que, en humanos, la IC se interpreta como un estado de
la deficiencia del péptido BNP activo en la circulacion (Chen, 2007), la regula-
cion negativa de la producciéon/secrecion del precursor proteico NPPB por sus
variantes del splicing alternativo podria resultar de especial relevancia en
estudios de los niveles de esta hormona cardiaca en diversas situaciones experi-
mentales y pre-clinicas.
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5.3. Sinopsis

Nuestro andilisis de la expresidon génica a gran escala (mediante el uso de
la tecnologia mMRNA differential display) del miocardio ventricular en neonatos
porcinos ha permitido establecer, por primera vez, los patrones distintivos de la
expresion génica entre dos ventriculos antes del desarrollo de los signos estructu-
rales del remodelado hipertréfico postnatal, concéntrico (VI) o excéntrico (VD).
Las diferencias regionales mds llamativas se han detectado en la expresion de un
grupo reducido de los genes reguladores de la proliferacion celular y expresion
génica. Esto es la primera, y por ahora la Unica, aportacion molecular experimen-
tal a una supuesta predisposicion del VIy VD neonatal al remodelado concéntri-
co y excéntrico, respectivamente. Por ofra parte, también cabe destacar la de-
teccion de las nuevas variantes del splicing alternativo en el gen ankrd1 y nppb
(los genes marcadores de la hipertrofia y dano cardiaco). La expresion relativa-
mente elevada de estas nuevas variantes estd asociada con el remodelado
hipertrofico concéntrico normal y, en su lugar, con el remodelado patolégico en
la insuficiencia cardiaca en el modelo porcino y en pacientes.

En términos de la gendmica funcional cardiovascular, se han publicado
una serie de articulos dedicados a la identificacion y andilisis funcional de las
variantes del splicing alternativo de algunos transcriptos cardio-enriquecidos des-
tacando que las multiples variantes/isoformas correspondientes no solo son
estructuralmente distintas sino también podrian tener las funciones opuestas en el
musculo cardiaco (revisado en: Margulies ef al., 2009). En este sentido, nuestros
resultados de la identificacion, el andlisis de expresion y la caracterizacion funcio-
nal de las nuevas variantes de ankrdl y nppb, generadas por distintos tipos del
splicing alternativo (retencidon de intrones o skipping de exones), puede conside-
rarse como una premisa prometedora para estudios de la regulacion post-
transcripcional de la expresion de estos dos genes en varias patologias
cardiovasculares. Finalmente, y en sentido mdas amplio, nuestro frabajo demues-
tra que la diversidad de transcriptos generados por splicing alternativo estd sien-
do reconocida en la actualidad, incluso en el caso de los genes tan bien estudio-
dos como son los que codifican ANKRD1 y NPPB.
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VI. Conclusiones
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VI. Conclusiones

1. El andlisis transcripcional comparativo del miocardio ventricular izquierdo
(V1) versus derecho (VD) en neonatos porcinos establece los patrones dis-
tintivos de la expresion génica entre dos ventriculos antes del remodelado
hipertréfico postnatal concéntrico (VI) o excéntrico (VD). Las diferencias
regionales mds llamativas se restringen a la expresion diferencial de un gru-
po reducido de los genes que incluye reguladores de la proliferaciéon celu-
lar y de la expresion génica.

2. Dentro delos tfranscriptos diferencialmente enriquecidos en el VI de neonatos
porcinos se detectan dos, como fragmentos todavia no anotados en ba-
ses de datos, los cuales mostraron una homologia secuencial con distintas
regiones de los transcriptos primarios del gen ankrdl o del gen nppb (dos
genes marcadores de la hipertrofia concéntrica y del dano cardiaco).

3. La clonacion de estos dos fragmentos y su andlisis posterior molecular/fun-
cional ha resultado en la identificacion y caracterizacion de las nuevas
variantes de transcriptos de ankrd1 y nppb generadas por distintos tipos del
splicing alternativo (retencidén de intrones oskipping de exones, respectiva-
mente).

4. En el corazdén porcino neonatal, el gen ankrd] se expresa como cuatro
variantes, tres de las cuales se caracterizan por la distinta combinaciéon de
los intrones retenidos. En el corazén humano (neonatal y adulto) se detec-
tan dos ortélogos de las variantes del ankrd1 porcino con intrones reteni-
dos.

5. Los transcriptos de ankrd1 con infrones retenidos son funcionalmente intac-
tos y capaces de sintetizar los productos proteicos relevantes en sistemas
de expresion in vitro. En distintas condiciones in vivo, las variantes ankrd1:
(a) se exportan al citoplasma de cardiomiocitos porcinos; (b) se co-expre-
san en el corazdn neonatal porcino y humano con una prevalencia de su
expresion en el miocardio izquierdo y (c) se up-regulan, conjuntamente con
el franscripto ankrd] regular (sin intrones retenidos), en el modelo porcino
de la insuficiencia cardiaca.

145



146

6. En experimentos modelo in vivo, la expresion forzada del vector de ankrdl

regular en el miocardio porcino resulta en una up-regulacion de la expre-
sion enddégena de sus variantes con intrones retenidos (pero no del
transcripto enddgeno regular) que se acompana por un incremento del
producto proteico ANKRD1 en el miocardio transfectado.

El miocardio normal porcino y humano manifiesta splicing alternativo del
ARNmM primario del gen nppb, basado en el skipping de exones. Las varian-
tes de nppb correspondientes: (a) se expresan en sistemas celulares mode-
lo in vitro, (b) se co-expresan en el corazén neonatal porcino y humano
con una prevalencia de su expresion en el miocardio izquierdo y (c) se up-
regulan, conjuntamente con el transcripto nppb regular (sin el skipping de
exones), en el miocardio ventricular tanto en el modelo porcino como en
pacientes con la insuficiencia cardiaca.

En los ensayos de co-transfeccion celular in vitro, los niveles intracelulares y
la secrecion de la pre-proteina NPPB estdn negativamente regulados por
la co-expresion proteica de su variante con el skipping del exdn 2 (AE2-
NPPB). La actividad inhibitoria de la isoforma AE2-NPPB sobre la expresion
de la isoforma NPPB regular se determina por los residuos localizados den-
tro de la secuencia de AE2-NPPB codificada por el exdn 3.

Nuestros resultados de la identificacion, el andlisis de la expresiéon vy la ca-
racterizacion funcional de las nuevas variantes de ankrd] y nppb, genera-
das por distintos tipos delsplicing alternativo (retencidén de intrones o skipping
de exones), puede considerarse como una premisa prometedora para
estudios de la regulacion post-transcripcional de la expresion de estos dos
genes en varias patologias cardiovasculares.
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