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Resum

El gen SCN5A codifica per la subunitat alfa del canal de sodi cardiac
dependent de voltatge (Nay1.5), el qual permet I'entrada de ions sodi a traves
de la membrana dels cardiomiocits. Les variants genetiques en el gen SCN5A
s’han relacionat amb malalties aritmogéniques associades a mort sobtada
cardiaca. Diverses evidencies suggereixen que una expressié anomala del
gen SCN5A també pot donar lloc a una major susceptibilitat a patir aquestes
malalties cardiaques. Malauradament, els mecanismes que regulen
I'expressié d’SCN5SA son molt poc coneguts. Per tal d’entendre millor aquests
mecanismes, l'objectiu d'aquesta tesi va ser estudiar la regulacio
transcripcional del gen SCN5A pels factors de transcripcio GATA cardiacs
(GATA4, GATAS i GATAG).

Les eines bioinformatiques TFSearch i MEME van predir multiples llocs d’unié
dels factors GATA des de la regid6 5’UTR fins a I'intr6 1 del gen SCN5A.
Experiments reporters en cel-lules cardiaques de rata H9c2 van demostrar
gue GATA4 i GATAGS activen sinergicament el promotor d’'SCN5A, mentre que
GATAG té un efecte lleu sobre I'activitat del promotor. En aquests experiments
també es va demostrar que dos llocs d'unid GATA situats a l'intr6 1 d’'SCN5A
participen en lefecte sinérgic de GATA4 i GATAS5. Experiments
d'immunoprecipitacié de cromatina (ChIP) i d'immunoprecipitacié sequencial
de cromatina van indicar que GATA4 i GATAS coocupen el promotor i 'intré 1
d’'SCN5A en mostres de ventricle esquerre huma adult. Aquest resultat
suggereix que l'efecte regulador de GATA4 i GATAS té lloc en el cor huma
adult. Els estudis d’expressio, mitjancant Droplet Digital PCR, van determinar
gue GATAS s’expressa al ventricle esquerre huma adult; tot i aixo, els nivells
d’'mRNA detectats sén substancialment inferiors als de GATA4 i GATAG.

Aquests estudis també van evidenciar que els nivells dmRNA de GATA4 i



d’'SCN5A correlacionen positivament en les mostres de ventricle, fet que
recolza un paper de GATA4 en el control dels nivells d'mRNA d’SCN5A.

En aquesta tesi també es va estudiar I'efecte de I'acetilaci6 de GATA4 en la
regulaci6 d’'SCN5A. Experiments en ceél-lules cardiaques H9c2 van mostrar
gue GATA4 i l'acetiltransferasa p300 activen sinérgicament el promotor
d’SCNbBA i, per tant, indica que I'efecte de GATA4 sobre SCN5A esta modulat
per acetilacié. En experiments de ChIP es va observar que GATA4 i p300
s’uneixen a la mateixa regié del promotor d’'SCN5A en les mostres de ventricle
huma adult. D’acord amb l'activitat desacetilasa d’'HDAC?2 sobre GATA4, es va
demostrar que la sobreexpressido d’HDAC2 redueix I'activitat transcripcional de
GATAA4 sobre el promotor d’'SCN5A.

Assajos d’acetilacié i desacetilacio in vitro de peptids sintétics de GATA4, i la
posterior analisi per espectrometria de masses, van indicar que tres de les
lisines de GATA4 presents en el domini d’'unié al DNA sén dianes de p300 i
HDAC2. Tot i que previament s’havien descrit les lisines K311, K318, K320 i
K322 com els residus diana de p300, els resultats obtinguts en aquesta tesi
van revelar que només dues d’aquestes lisines s'acetilen. En canvi, es va

identificar la lisina K326 com un nou lloc d’acetilacio.

A partir dels resultats obtinguts es proposa un nou mecanisme de regulacio de
la transcripcié d’'SCN5A en el cor huma adult basat en I'accié sinergica de
GATA4 i GATAS a través de la uni6 al promotor i I'intré 1 d’'SCN5A. En resum,
aquest estudi permet avancar en el coneixement de les bases moleculars de

les aritmies cardiaques associades amb alteracions del corrent de sodi.



Resumen

El gen SCN5A codifica la subunidad alfa del canal de sodio cardiaco
dependiente de voltaje (Nayl1.5) el cual permite la entrada de iones sodio a
través de la membrana de los cardiomiocitos. Variantes genéticas en el
SCNb5A se han relacionado con enfermedades arrimtogénicas que se asocian
a un mayor riesgo de muerte subita cardiaca. Evidencias sugieren que una
expresion andmala del gen SCN5A puede dar lugar a susceptibilidad a sufrir
arritmias cardiacas. Sin embargo, los mecanismos que regulan la expresion
de SCN5A son muy poco conocidos. Para entender mejor dichos
mecanismos, el objetivo de la presente tesis fue estudiar la regulacion
transcripcional del gen SCN5A por los factores de transcripcion GATA
cardiacos (GATA4, GATAS y GATAG).

Las herramientas bioinformaticas TFSearch y MEME permitieron predecir
multiples sitios de union de los factores GATA desde la region 5'UTR hasta el
intrén 1 del gen SCN5A. Experimentos reporteros en células cardiacas de rata
H9c2 demostraron que GATA4 y GATAS activan de manera sinérgica el
promotor de SCN5A, mientras que GATAG6 tiene un efecto leve sobre la
actividad del promotor. En estos experimentos también se demostré que dos
sitios de union GATA situados en el intrén 1 de SCN5A patrticipan en el efecto
sinérgico de GATA4 y GATAS. Ensayos de immunoprecipitaciéon de cromatina
(ChlIP) y de immunoprecipitacion secuencial de cromatina demostraron que
GATA4 y GATAS coocupan el promotor y el intron 1 de SCN5A en muestras
de ventriculo izquierdo humano adulto. Este resultado sugiere que el efecto
regulador de GATA4 y GATAS tiene lugar en el corazon humano adulto. Los
estudios de expresion, mediante Droplet Digital PCR indicaron que el gen
GATAS se expresa en el ventriculo izquierdo humano adulto; aun asi, los
niveles de mRNA detectados son sustancialmente inferiores a los de GATA4 y

GATAG. Estos estudios demostraron también que los niveles de mRNA de



GATA4 y de SCN5A correlacionan positivamente en las muestras de
ventriculos, hecho que apoya un papel de GATA4 en el control de los niveles
de mRNA de SCN5A.

En esta tesis también se ha estudiado el efecto de la acetilacion de GATA4 en
la regulacion del gen SCNS5A. Experimentos en ceélulas cardiacas H9c2
demostraron que GATA4 y la acetiltransferasa p300 activan sinérgicamente el
promotor de SCN5A, lo que indica que el efecto de GATA4 sobre SCN5A esta
modulado por acetilacién. En experimentos de ChIP se observé que GATA4 y
p300 se unen a la misma region del promotor de SCN5A en las muestras de
ventriculo humano adulto. De acuerdo con la actividad desacetilasa de
HDAC2 sobre GATA4, la sobreexpresion de HDAC2 reduce la actividad
transcripcional de GATA4 sobre el promotor de SCN5A.

Ensayos de acetilacion y desacetilacion in vitro de péptidos sintéticos de
GATA4, y su posterior andlisis por espectrometria de masas, indicaron que
tres de las lisinas de GATA4 presentes en el dominio de union al DNA son
dianas de p300 y de HDAC2. Aungue previamente se habian descrito las
lisinas K311, K318, K320 y K322 como los residuos dianas de p300, los
resultados obtenidos en esta tesis demuestran que sélo dos de estas lisinas
se acetilan. En cambio, se identifico la lisina K326 como un nuevo sitio de

acetilacion.

Los resultados obtenidos proponen un nuevo mecanismo de regulacion de la
transcripcién del SCN5A en el corazén humano, basado en la accién sinérgica
de GATA4 y GATAS a través de la unién al promotor y al intron 1 de SCN5A.
En resumen, este estudio permite avanzar en el conocimiento de las bases
moleculares de las arritmias cardiacas asociadas con alteraciones de la

corriente de sodio.



Summary

The SCN5A gene encodes the alpha subunit of the cardiac sodium channel
(Nay1.5), which is responsible for the influx of sodium ions through membrane
of cardiomyocytes. Genetic alterations in SCN5A have been linked to
arrhythmogenic diseases associated which sudden cardiac death. Different
evidences suggest that an aberrant expression of the SCN5A gene may
increase susceptibility to cardiac arrhythmias. However, the mechanisms that
control SCN5A expression regulation are largely unknown. To gain insight into
these mechanisms, the aim of the present thesis was to study SCN5A
transcriptional regulation by cardiac GATA transcription factors (GATAA4,
GATAS and GATAB).

Using the bioinformatic programs TFSearch and MEME, multiples GATA
binding sites were predicted from the 5’UTR region to the intron of SCN5A.
Reporter experiments in H9c2 cardiac cells showed that GATA4 and GATAS
synergize in the activation of the SCN5A promoter. In contrast, GATAG6
showed a lower effect on the promoter. These experiments also demonstrated
that two GATA4 binding sites located in the intron 1 of the SCN5A contribute
to the synergistic effect of GATA4 and GATAS. Chromatin immunoprecipitation
(ChiP) and sequential ChIP assays showed co-occupancy of GATA4 and
GATAS5 on promoter and intron 1 SCN5A regions in human left ventricle
samples. These results suggest a regulatory role of GATA4 and GATAS in the
human heart. Expression studies by Droplet Digital PCR showed that GATAS
Is expressed in the adult human left ventricle; however, mRNA levels detected
were substantially lower than the GATA4 and GATA6. These studies also
demonstrated that GATA4 and SCN5A mRNA levels positive correlate in
ventricle, supporting the role of GATA4 in the regulation of SCN5A mRNA

levels.



The effect of GATA4 acetylation on the regulation of SCN5A gene has also
been studied in this thesis. Experiments in H9c2 cells showed that GATA4 and
the acetyltransferase p300 synergistically activate the SCN5A promoter, thus
revealing that the effect of GATA4 on the SCN5A is modulated by acetylation.
ChIP experiments demonstrated that GATA4 and p300 bind to the same
region on the SCN5A promoter in the adult human heart. In addition, in
agreement with the deacetylase activity of HDAC2 on GATA4, the
overexpression of HDAC2 reduces the transcriptional activity of GATA4 on the
SCNS5A promoter.

In vitro acetylation and deacetylation assays of GATA4 synthetic peptides, and
subsequent analysis by mass spectrometry, demonstrated that three lysines of
the GATA4 DNA binding domain are targets of p300 and HDAC2. Although
lysines K311, K318, K320 and K322 were described previously as p300
targets, the results obtained in this thesis showed that only two of them are
acetylated. In contrast, the lysine K326 was identified as a new acetylation

site.

Based on the results obtained, the study proposes a new mechanism of
SCNS5A transcriptional regulation in the human heart based on the synergistic
activity of GATA4 and GATADS through their binding to the SCN5A promoter
and intron 1. In summary, this study contributes to further understand the
molecular basis of the cardiac arrhythmias associated with alteration of sodium

currents.



|. Introduccio






Introduccioé

A. Canalopaties associades amb mort sobtada

cardiaca

1. El Cor

1.1. Anatomia i funcio6 del cor

El cor és un organ muscular especialitzat en bombejar la sang per tot el cos,
per tal de proporcionar oxigen i nutrients al resta d’organs. El cor huma esta
dividit en quatre cavitats, dues auricules a la part superior i dos ventricles a la
part inferior (Figura 1A). Una paret muscular anomenada septe divideix el cor
en dues meitats (esquerra i dreta), i aixi evita el pas de la sang entre les dues
auricules i entre els dos ventricles. La meitat esquerra del cor rep la sang
oxigenada, que prove dels pulmons, i I'expulsa mitjancant el sistema arterial a
tot el cos. En canvi, a la meitat dreta del cor hi arriba la sang desoxigenada, a
través del sistema vends, que prové dels diferents organs cos, i I'envia als

pulmons.

El cor presenta tres capes principals, de la part externa a la interna: una
membrana serosa anomenada epicardi que cobreix la superficie externa del
cor; el miocardi, que és el teixit muscular del cor que conté els cardiomiocits; i
una capa fina anomenada endocardi que recobreix l'interior del cor i les

valvules cardiaques (Figura 1B).



Introduccioé

Figura 1. Anatomia del cor. A. Representacio de les quatre cameres del cor i el septe. En
blau s’indica la sang desoxigenada i en vermell la sang oxigenada. B. Representacio de les

tres capes que recobreixen el cor. Figures extretes i adaptades de www.studyblue.com.

Per a permetre el bombeig de la sang s6n necessaris dos moviments del cor,
anomenats sistole (contraccié del cor) i diastole (relaxacié del cor). Un cicle de
sistole-diastole és el que succeeix en cada batec cardiac. Aquest cicle s’inicia
amb la diastole auricular, en la qual les auricules s’omplen de sang.
Seguidament es produeix la sistole auricular, per enviar la sang de les
auricules als ventricles, ja que els ventricles estan relaxats per a omplir-se de
sang (diastole ventricular). Després té lloc la sistole ventricular per a expulsar
la sang del cor i enviar-la a la resta del cos. Al final de la sistole ventricular les
auricules ja es comencen a omplir de sang per a tornar a comencar el cicle

cardiac .
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1.2. Activitat electrica cardiaca

Cada batec cardiac s’origina gracies a un impuls eléctric generat per les
cel-lules autonomiques marcapassos del nodul sinoauricular (NSA), localitzat
a la part superior de l'auricula dreta. L'impuls eléctric produit en el NSA es
propaga a través del sistema de conduccié eléectric per tot el cor (Figura 2).
Primer I'impuls arriba als cardiomiocits de les auricules, i provoca que aquests
es contreguin. A continuacié, l'impuls electric es propaga al nodul
auriculoventricular (NAV), situat al limit entre les auricules i els ventricles. Del
NAV neixen el feix de His i les fibres de Purkinje, els quals condueixen I'impuls
eléctric fins als cardiomiocits dels ventricles, i originen la contraccio
ventricular. El feix de His i les fibres de Purkinje sorgeixen del NAV en forma
de feix Unic que es divideix en dues branques, dreta i esquerra, cadascuna de
les quals s’allarga fins als respectius ventricles. Les cél-lules del NSA son les
uniques que poden generar de manera espontania aquest impuls eléctric,
propietat anomenada automatisme. Per tant, el NSA és el que determina el

ritme cardiac.

Figura 2. Sistema de conduccié eléectric del cor. Representacio dels diferents
components que formen part del sistema de conduccié eléctric del cor, per on es propaga

I'impuls eléctric. Adaptada de Munshi 20122,
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1.3. Potencial d’acci6 cardiac

A mesura que es va propagant I'impuls electric, es va produint la contraccio de
les diferents parts del cor gracies a la generacié d’'un potencial d’accio cardiac
(PAC). El PAC és un balanc¢ de corrents de ions que circulen a favor del seu
gradient electroquimic, a través dels canals ionics presents a la membrana
dels cardiomiocits. La difusi6 de ions provoca canvis reversibles en el
potencial de membrana, que es defineix com la diferéncia de potencial que
existeix entre els dos costats de la membrana plasmatica. En les cél-lules
excitables (neurones, cardiomiocits...) la membrana plasmatica presenta una
distribuci6 asimetrica de carregues entre l'interior i I'exterior de la cel-lula que
és el que produeix la diferéncia de potencial. Els cardiomiocits en estat de
repos presenten una diferencia de potencial de -90 mil-livolts (mV), que
significa que l'interior de les cel-lules és 90 mV més negatiu que I'exterior. En
el cor els tres corrents de ions més importants son el corrent de sodi (Na*), el
de potassi (K*) i el de calci (Ca™). Els canals ionics sén selectius pels
diferents ions (canal de Na*, de K* i de Ca*?) i s6n dependents de voltatge, és
a dir, la seva activacio depén dels canvis que es produeixin en el potencial de

membrana® “.
El PAC consta de 5 fases (Figura 3):

- Fase 0 o de despolaritzacio: I'arribada de I'impuls eléctric indueix
I'obertura dels canals de Na’ cardiacs dependents de voltatge
(canals Nay1.5). A través d’aquests canals es produeix una entrada
rapida i massiva de ions Na* dins la cél-lula que genera el corrent de
Na’ (Iva). L’entrada de Na* fa que la membrana passi d’'un potencial
de -90 mV (en estat de repos) a valors positius (aproximadament de
+40 mV).

12
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Fase 1 o de repolaritzacié parcial: aquesta fase es deu a I'obertura
de canals de K, que genera un corrent de sortida de K* (Ity), i a la
inactivacio dels canals Nay1.5.

Fase 2 o de plateau: es produeix un corrent entrant de Ca*? a través
dels canals de calci tipus L (lca). L'entrada de Ca*™ activa els
receptors de rianodina, que son presents a la membrana del reticle
sarcoplasmatic (RS). El receptor de rianodina allibera el calci de
I'interior del RS al citoplasma. L’augment de calci citosolic activa
lintercanviador Na*/ Ca*?, el qual provoca l'alliberacié del Ca** fora
de la cél-lula, i fa entrar tres ions Na* per cada i6 de Ca* que surt.
En aquesta fase es produeix també I'activacioé de diferents canals de
K", que generen un corrent sortint de K* (Ix).

Fase 3 o de repolaritzaci6: es caracteritza per una sortida
prolongada de ions K'. Al llarg d’aquesta fase el potencial de
membrana assoleix cada vegada valors més negatius.

Fase 4 o de repos: correspon al retorn al potencial de repos de
membrana dels cardiomiocits (-90 mV). La membrana es manté
estable a aquest potencial gracies al corrent rectificador de K* (Ix1).
Els cardiomiocits resten en aquesta fase fins a I'arribada d’'un nou

impuls eléctric.
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Figura 3. PAC i corrents idonics del cor. En la part superior, es representen els tres canals
ionics principals presents a la membrana dels cardiomiocits que participen en el PAC. Al
mig, es mostra un PAC ventricular, i a sota, els corrents de sodi (Ina), de calci (Ica) | de

potassi (I, Ik, Ik1) responsables de generar el PAC. Adaptada de Marban 20021,
1.4. Electrocardiograma

La forma del PAC no és igual entre les cel-lules del NSA, de les auricules i
dels ventricles, ja que existeixen certes diferéncies en les propietats
eléctriques d’'aquestes ceél-lules. Tals divergéncies es deuen a l'expressio

diferencial d’alguns canals ionics.
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La suma dels PAC dels cardiomiocits en les diferents regions del cor és el qué
podem registrar a la superficie en forma d’electrocardiograma (ECG) (Figura
4). Per tant, 'lECG és una representacié de l'activitat eléctrica del cor i, en
consequeéncia, una eina molt valuosa per al diagnostic d’alteracions del ritme

cardiac® ®.

La representacio electrocardiografica d’un batec cardiac normal consisteix en:
una ona P corresponent a la despolaritzacié o contraccié auricular (fase 0 del
PAC auricular), un segment QRS que representa la despolaritzacid o
contraccio dels ventricles (fase 0 del PAC ventricular), i una ona T deguda al
corrent eléctric que es produeix en la repolaritzacié o relaxacié ventricular
(fases 1, 2 i 3 del PAC ventricular). La repolaritzacié o relaxacié auricular no
es pot observar en un ECG, ja que es dona al mateix temps que el complex
QRS i el senyal eléctrica que produeix és menor que el d’'aquest complex. El
primer soroll del batec cardiac coincideix amb el complex QRS, mentre que el

segon soroll es produeix en I'ona T*.

Figura 4. Representacié de I'ECG. Correlacié entre els PAC de les diferents regions del
cor i 'ECG. Adaptada de Giudicessi et al 2012°.
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2. El canal de sodi cardiac dependent de voltatge
(Nay1.5)

Els canals de sodi dependents de voltatge (canals Nay) sOn proteines
integrals de la membrana plasmatica responsables de permetre el flux de ions
Na" a través de la cél-lula. En els mamifers es coneixen nou canals de sodi
dependents de voltatge (Nayl.1-Nay1.9), codificats per gens diferents, els
quals comparteixen més d’'un 50% d’homologia en sequiéncia aminoacidica.
Els canals Nay es coneixen com la subunitat alfa (o) o formadora del porus del
canal, per on es produeix la circulacié de ions Na'. La subunitat o sovint
s’associa amb una o més subunitats beta () auxiliars, que son unes proteines
transmembrana que modulen la funcié del canal. Actualment, es coneixen cinc
subunitats B (B1, p1b, B2, B3, p4) dels canals Nay; les subunitats 1, B1b i B3
s’associen a la subunitat o per enllagos no covalents, i les subunitats 2 i p4

per ponts disulfurs’.

En els cardiomiocits, la forma que s’expressa és el canal Nayl.5, que esta
codificat pel gen SCN5A. Es creu que les subunitats p associades al canal
Nay1.5 incrementen el corrent de Na' dels cardiomiocits ja que provoquen un
augment de I'expressié de la subunitat o a la membrana’. De forma similar,
s’ha observat que el canal Nay1.5 també interacciona amb altres proteines
gue modulen [lactivitat eléctrica, el transit o les modificacions
posttraduccionals del canal. Algunes d’aquestes proteines inclouen: anquirina-
G, desmogleina-2, GPD1L (Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 1-Like),

calmodulina, entre d'altres® °.

Estructuralment, el canal Nay1.5 és un tetramer amb quatre dominis homolegs
(DI-DIV), cadascun format per sis segments transmembrana (S1-S6) (Figura
5). Els llacos d’uni6 o loops entre els dominis i els extrems N- i C- terminal son
intracel-lulars. EI segment S4 correspon al sensor de voltatge, caracteritzat
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per tenir aminoacids amb carrega positiva cada tres posicions. La unié entre
S5 i S6 constitueix el porus del canal i déna la selectivitat pel i6 Na®.
L’estructura quaternaria consisteix en un plegament dels quatre dominis
formant el porus, de tal manera que els segments S5 i S6 de cada domini
gueden a la part interior i fan de filtre per permetre el pas exclusiu de ions

Na+10, 11

Figura 5. Subunitat a del canal de sodi cardiac Nay1.5. A la part superior, estructura de la
subunitat o del canal Nay1.5 que mostra els 4 dominis (DI-DIV), cadascun amb els seus sis
segments transmembrana corresponents. A la part inferior, model de I'estructura quaternaria
del canal que mostra el porus resultant de la unié dels segments S5 i S6 (en vermell) dels

quatre dominis. Adaptada d’Amin i Asghari-Roodsari 2010°.

Durant el PAC el canal Nay1.5 adopta tres estats conformacionals: obert,
tancat i inactivat (Figura 6)*°. El primer és un estat conductor de ions Na’,

mentre que els dos ultims s6n no conductors. Aquests diferents estats es

17



Introduccioé

poden explicar per la preséncia de dues comportes, la d’activacié (o porus) i la
d’inactivacio. A potencials de repos, el canal es troba en estat tancat, és a dir,
la comporta d’activacié es manté tancada mentre que la d’inactivacié esta
oberta. En aquest moment el canal no permet el pas del Na*, pero si que es
troba disponible per a activar-se. Quan s’inicia la despolaritzacio (fase 0 del
PAC) els canals Nay1.5 passen de l'estat tancat a I’'obert. En aquest moment
es produeix una rapida obertura de la comporta d’activacié i un tancament lent
de la comporta d’inactivacié. D’aquesta manera, mentre ambdues comportes
es troben obertes es déna l'entrada de ions Na' a la cél-lula. Quan la
comporta d’inactivacié s’ha acabat de tancar no es permet I'entrada de Na”,
encara que la comporta d’activacio continui obert; per aixo, aguest estat es
coneix com a inactivat (obert). Quan la cel-lula esta retornant a potencials de
repdos durant la fase de repolaritzacidé, el procés és invers al de la
despolaritzacid: la comporta d’activacié es tanca rapidament, pero, en canvi,
la comporta d’inactivacio s’obre més lentament. En aquest estat, el canal
roman inactivat (tancat), ja que es troba doblement tancat per les dues
comportes. El canal requereix un cert temps fins que la comporta d’inactivacio
estigui totalment oberta per a tornar a l'estat de tancat i, aixi, tornar a ser
activable per a iniciar un nou PAC. Aquest temps, durant el qual no es pot

iniciar un nou PAC, és conegut com a periode refractari absolut.

El sensor de voltatge té un paper important en els canvis d’estat del canal.
Durant el PAC, els canvis en el potencial de membrana dels cardiomiocits
donen lloc a un moviment de les carregues positives presents en el sensor de
voltatge. Aquest moviment de carregues modifica I'estructura del canal Nay1.5

i, aixi, permet que aquest adopti els diferents estats conformacionals.
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Figura 6. Estats conformacionals del canal Nayl1.5. Representaci6 dels quatre estats que

adopta el canal Nay1.5 en funcié del voltatge. Adaptada de Theile i Cummins 2011%.
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3. Mort Sobtada Cardiaca
3.1. Definicid i epidemiologia

La mort sobtada cardiaca (MSC) és una mort natural per causes cardiaques
gue té lloc de manera rapida i inesperada en persones amb o0 sense
diagnostic previ de malaltia cardiovascular. La definici6 més acceptada de
MSC especifica que la mort succeeix com a maxim una hora després des de
linici dels simptomes (dolor de pit, palpitacions, dispnea, sincope...)***>. Tot |
aixo, un 50% de les MSC en joves es produeixen sense previ avis, per la qual

cosa la propia mort n’és la primera manifestacioé clinica™®.

La incidéncia de la MSC augmenta amb I'edat i és més elevada en homes que
en dones. Tot i que el risc és més gran amb I'edat, la proporcié de morts que
sén per causa de MSC és més elevada en persones joves, fet que té un
Important impacte social. Es calcula que als Estats Units i a Europa la
incidencia anual de la MSC és d’entre 50 i 100 casos per cada 100.000
habitants'” *°. Tot i aixd, la incidéncia pot variar entre els diferents estudis
epidemiologics. Per exemple, el tipus d'estudi utilitzat per a determinar els
casos (estudi prospectiu 0 bé estudi retrospectiu basat en la informacid dels
certificats médics) pot influir en I'estimacié de la incidéncia de la MSC*®. El
temps des de I'aparicié dels primers simptomes és també determinant per a
valorar la incidencia de la MSC. En aquest sentit, alguns estudis apunten que
sind hi ha cap testimoni que pugui corroborar que I'esdeveniment ha tingut lloc
durant la primera hora des de [l'inici dels simptomes (per definicid), es
considera MSC si es dona dins les 24 hores des de I'Gltima vegada que es va

veure la persona amb vida i sense cap simptoma®.

L'etiologia de la MSC engloba principalment dos factors: en primer lloc, la
presencia d’'una malaltia cardiaca en el pacient, que en molts casos es manté

oculta fins que es produeix la MSC; i, en segon lloc, un desencadenant extern,
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com l'exercici fisic o I'estres emocional, que augmenta l'activitat del sistema
nervidés simpatic. La suma d’aquests dos factors provoca una inestabilitat en
I'activitat eléctrica del cor que acaba donant lloc a la MSC. Aguesta
inestabilitat eléctrica, en un 75-80% dels casos és una fibril-lacié ventricular i,

en un 20-25% dels casos, una bradicardia ** **> %°,

3.2. Malalties cardiaques associades a la MSC

La causa més important de MSC és la malaltia coronaria, que representa el
75-80% de les MSC*" #*. Aixi mateix, un 10-15% de les MSC sén degudes a
malalties que presenten anomalies estructurals del cor; aquestes malalties
s’anomenen cardiomiopaties. Les cardiomiopaties inclouen: la cardiomiopatia
hipertrofica, la cardiomiopatia dilatada, la cardiomiopatia aritmogénica del
ventricle dret i les anomalies congénites. D’altra banda, un 5-10% de les MSC
sén consequéencia d'unes malalties cardiaques anomenades canalopaties,
gue es caracteritzen per alteracions en l'activitat electrica cardiaca sense
presentar defectes estructurals del cor. Les canalopaties inclouen: la sindrome
de QT llarg (SQTL), la sindrome de Brugada (SBr), la sindrome de QT curt
(SQTO), la fibril-lacié auricular familiar (FAF), la sindrome de Lev-Lenégre o
sindrome progressiva del sistema de conduccié cardiac (SPCC) i la
taquicardia  ventricular  polimorfica  catecolaminérgica (TVPC). Les
canalopaties es consideren aritmies primaries ja que la inestabilitat eléctrica
del cor esta causada per un defecte en la mateixa activitat eléctrica
cardiaca®®. En canvi, les cardiomiopaties es consideren aritmies secundaries,
perque la inestabilitat eléctrica és deguda a una alteracié en l'estructura del
cor. Entre els grups d’edat més joves, les cardiomiopaties i les canalopaties
son la causa més comuna de MSC i, en canvi, disminueix la incidéncia de la

malaltia coronaria, que és més freqiient en persones majors de 40 anys** #°.
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3.3. Lagenetica de la MSC

En els darrers anys, els avencos en el camp de la genetica han tingut un gran
impacte en la MSC, ja que han permés identificar gens responsables
d’aquestes malalties. La genética té un paper important principalment en les
cardiomiopaties i les canalopaties, les quals es consideren aritmies
hereditaries. La malaltia coronaria també pot tenir un component genetic, tot i
gue es considera una malaltia multifactorial i poligénica, és a dir, amb diversos
gens implicats. Malgrat que els factors genetics predisposen un individu a patir
una aritmia cardiaca, és necessaria la presencia d’'un factor extern per a

desencadenar la MSC?.

Les variants genétiques, enteses com qualsevol canvi d’'un o més nucleotids
en el DNA, responsables d’aritmies cardiaques afecten gens que codifiquen
per quatre grans families de proteines: les proteines sarcomeriques, les
proteines del citoesquelet, les proteines desmosomals i els canals ionics
cardiacs®®. Les tres primeres families inclouen proteines implicades en
I'estructura dels cardiomiocits (cél-lules cardiagues amb funcié contractil) i en
la generaci6 i transmissio de la forca contractil del cor; els defectes genetics
en els gens que codifiguen per a aquestes proteines estan associats amb
cardiomiopaties. Els canals ionics cardiacs soOn proteines de membrana
encarregades de regular el pas de ions a través de la membrana dels
cardiomiocits; les variants genetigues en els gens que codifiqguen per a

aquestes proteines s’han associat amb canalopaties.

Les analisis genetiques poden confirmar un diagnostic clinic d’aritmies
associades a MSC. Aixi mateix, poden ajudar en el diagnostic d'aquells casos
de morts sobtades que presenten una autopsia negativa, €s a dir, sense
causa identificada. Davant d’'un pacient que ha patit una MSC, la genética
també permet identificar portadors genétics en membres de la mateixa familia,

els quals podran rebre un terapia preventiva.
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4. Malalties electriques o canalopaties cardiaques

Les canalopaties cardiaques sén un grup de malalties associades a la MSC i
causades per variants geneétiques en els gens que codifiquen pels canals
ionics implicats en el PAC (canals de Na*, de K" i de Ca*?), aixi com també
per les proteines reguladores d’aquests'®. Les variants genétiques poden
donar lloc a defectes en la funcid, localitzacié o expressio del canal i, com a
consequeéncia, a una alteracié del PAC gue es manifesta en 'ECG. De fet, les
diferents canalopaties presenten un patré electrocardiografic caracteristic, que

és de gran utilitat pel diagnostic.

Les variants associades amb canalopaties poden ser de diferents tipus. Les
més frequients son les variacions de nucleotid anic (SNV), les quals poden ser:
sinonimes, quan no produeixen canvi d’aminoacid; no sinonimes, quan tenen
com a consequeéncia un canvi d’aminoacid; stop, quan introdueixen un codoé
stop i donen lloc a una proteina truncada®. Les variants associades a
canalopaties poden ser també insercions o delecions, les quals poden
modificar el marc de lectura (frameshift). Es important destacar que no totes
les variants genetiques en els gens que codifiquen pels canals ionics sén
patogéniques. En aquest sentit, existeixen diferents criteris per avaluar si les
variants poden ser potencialment patogéniques. Alguns d’aquests criteris
inclouen: (1) estudiar si la variant genetica cosegrega amb la malaltia a partir
d'un pedigri familiar; (2) verificar I'abséncia de la variant en una cohort
d’individus control; (3) comprovar si la variant dona lloc a una proteina
truncada; (4) realitzar analisis de prediccié in silico amb programes
bioinformatics; i (5) examinar I'efecte de les variants sobre les propietats

biofisiques dels canal idnics mitjancant técniques d’electrofisiologia®’.

23



Introduccioé

Les canalopaties s6n malalties amb una expressivitat variable, és a dir,
pacients amb una mateixa variant genetica poden presentar una gran
variabilitat de manifestacions fenotipiques, des de casos asimptomatics fins a
pacients que manifestin aritmies ja des de la infantesa. Els mecanismes que
expliqguen aquesta expressivitat variable encara no es coneixen molt bé. No
obstant aix0, es creu que, en part, es deuen a factors individuals o exogens,
com és el sexe, el tractament amb farmacs bloquejadors del canal Nay1.5, i la
febre, entre d’altres. Diversos estudis també han suggerit que existeixen altres
factors genétics responsables d’aquesta variabilitat de fenotips (aquest punt
s’explica de manera més detallada a I'apartat 4.1.). D’altra banda, el fet que
una mateixa variant pugui causar diferents canalopaties (SBr, SQTL3 o
SPCCQC), fa que hi pugui haver superposicié de fenotips de diferents malalties
cardiaques en un mateix individu, complicant encara més la interpretacié de

I'expressivitat variable®® #°.

4.1. Canalopaties associades amb variants genétiques en les

regions exoniques del gen SCN5A

Les variants genetiques en les regions codificants (exons) del gen SCN5A,
gue codifica pel canal Nay1.5, s’han associat amb diverses canalopaties, entre
les quals les més destacades son la SBr, la SQTL de tipus 3 (SQTL3), la
SPCC i la FAF. Les variants genetigues en SCN5A associades amb la SBrii la
SPCC causen una perdua de funcié del canal Nay1.5, és a dir, una disminucio
del corrent de Na* que circula a través del canal. En canvi, les variants que
donen lloc a la SQTL3 so6n de tipus guany de funcid, i produeixen un augment

del corrent de Na*. En el cas de la FAF es poden donar ambdues situacions®
30

Tot i que s’ha observat una amplia distribucié de les variants associades a
canalopaties al llarg dels 28 exons que conté el gen SCN5A, s’han descrit

regions de la proteina on es concentren més variants per una determinada
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patologia. Per exemple, en el cas de la SBr, s’ha identificat un elevat
percentatge de variants en la regié que forma el porus del canal Nay1.5 (entre
el segments S5-S6), mentre que les variants en segments transmembrana o
en les regions intracel-lulars representen un menor percentatge de casos. En
el cas de la SQTL3, la majoria de les variants identificades es concentren als
loops intracel-lulars del canal, mentre que no s’ha detectat cap variant en el
porus del canal associada amb la SQTL3. Aix0 suggereix que les variants
genetigues en el porus sovint donen lloc a una pérdua de funcié del canal
Nay1.5. En resum, I'efecte que produeix la variant en I'estructura i la funcié de

la proteina, depen en part de la regio de la proteina a on es trobi.

Tal com s’ha comentat anteriorment, les canalopaties presenten una gran
variabilitat en el fenotip; diverses evidéncies han suggerit que, en part, podria
ser deguda a altres factors genetics que influeixin en I'efecte d’'una variant
patogénica. De fet, s’han identificat variants a SCN5A associades amb
canalopaties que coexisteixen amb polimorfismes (una variant genética que
és present en més d'un 1% de la poblacid). S’ha observat que aquests
polimorfismes poden actuar com a modificadors genétics de la variant i
modular la susceptibilitat a patir aritmies cardiaques®®. En aquest sentit, en un
estudi d’associacié de genoma (GWAS), realitzat amb 312 pacients de SBr, es
van identificar tres polimorfismes, un al gen SCN5A (rs11708996), un al gen
SCN10A (rs10428132) i un al gen HEY2 (rs9388451), associats amb la
malaltia®. El polimorfisme del gen SCN5A trobat en aquest estudi correspon a
la variant no sinonima H558R, que s’ha demostrat que pot revertir I'efecte de
determinades variants patogeniques. Per exemple, estudis electrofisiologics
van mostrar que la variant R282H, associada amb la SBr, causa una inhibicio
total del corrent de Na™; en canvi, la coexpressié d’aquesta variant amb el
polimorfisme H558R provoca un augment significatiu del corrent de Na* *2.

Aix0 es deu al fet que aquest polimorfisme reverteix I'expressié del canal

25



Introduccioé

Nayl.5 en la membrana de les cél-lules i, per tant, t¢é un efecte protector

contra aritmies.
4.2. Sindrome de Brugada

La sindrome de Brugada (SBr) es va descriure per primera vegada el 1992%.
Es una malaltia cardiaca hereditaria que presenta un patré electrocardiografic
caracteritzat per una elevacié del segment ST en les derivacions precordials
dretes (V1-V3) (Figura 7)** *°. Els pacients amb SBr tenen un alt risc de patir
taquicardies ventriculars polimorfiques o fibril-lacié ventricular, que donen lloc
a la MSC. Aquesta sindrome es considera responsable d’entre el 4 i el 12%
de les MSC. La prevalenca de la malaltia varia segons la regié geografica;
aixi, és d’1 a 5 per 10.000 habitants a Europa i de 12 per 10.000 habitants al
sud-est Asiatic*. La majoria dels simptomes aritmogénics es manifesten entre
els 40 i els 45 anys, que és quan la malaltia sol ser diagnosticada, i afecta
principalment els homes (un 80% d’afectats sbn homes mentre que un 20%
sén dones). Es calcula que entre un 25-50% dels pacients tenen una historia

familiar de MSC 23738,

Figura 7. ECG caracteristic de la SBr. La fletxa vermella indica I'elevacié del segment ST
en les derivacions V1-V3. Adaptada de Duthoit et al 2012 *.
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La causa més coneguda de la SBr son les variants en el gen SCNb5A, les
quals representen un 25% dels casos de SBr i presenten un patré6 de
transmissié autosdmic dominant®. Fins al moment s’han identificat més de
350 variants a SCN5A, un gran nombre de les quals corresponen a variants
no sinonimes (canvi d’aminoacid), tot i que també s’han identificat algunes
variants que donen lloc a proteines Nay1.5 truncades. D’altra banda, també
s’han descrit variants associades amb la SBr a altres gens perd6 amb una
incidencia molt més baixa. Aguests gens inclouen aquells que codifiquen per
proteines moduladores de la funcié del canal Nay1.5, en s6n un exemple les
subunitats B1, 2 i p3 *° ***2. També inclouen gens que codifiquen per canals
de Ca™ i de K*, o proteines reguladores d’aquests. Es important destacar,
pero, que en un 60-75% de pacients amb la SBr no s’ha detectat cap alteracié
genetica causant de la malaltia. Aixo significa que la causa de la malaltia és

desconeguda en la majoria de casos™.

Tal com s’ha explicat anteriorment, la SBr es caracteritza per una disminucio
del corrent de Na*, que és la causa de I'elevacié del segment ST en I'ECG
tipic d’aquests pacients. Per0 existeix certa controvérsia respecte als
mecanismes que expliqguen aquesta elevacio del segment ST. S’han proposat

dues hipotesis per explicar aquest mecanisme** *°:

- Hipotesi de desequilibri en la repolaritzacié (Figura 8A): es basa
en la diferéncia que existeix en el PAC entre I'epicardi i 'endocardi.
En condicions normals, en la fase 1 del PAC el corrent sortint de K*
s’oposa al corrent entrant de Na“, i fa que el potencial de membrana
assoleixi valors menys positius. Aixo es pot observar a la fase 1 del
PAC com una deflexié, anomenada gradient transmural. Com que el
corrent de K* és major a les cél-lules de I'epicardi que no a les de
I'endocardi, el corrent de Na* a I'epicardi es veu més contrarestat i el
gradient transmural és meés important. En pacients amb SBr, on hi ha

una disminucié del corrent de Na', la diferéncia entre el corrent
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entrant de Na’ i el sortint de K* és molt més gran, sobretot a la regié
de l'epicardi. En conseqliencia, el gradient transmural és meés
accentuat en aquesta regio, i aixo es reflecteix en 'ECG de pacients
amb SBr en una elevacio dels segment ST. D’altra banda, aquesta
descompensacié en I'epicardi causa una fase 2 del PAC més llarga

que en I'endocardi i dona lloc a una ona T negativa.

Hipotesi de desequilibri en la despolaritzacio (Figura 8B): segons
aquesta hipotesi, la reduccié del corrent de Na* en els pacients amb
SBr causa un retard en la conduccié en el tracte de sortida del
ventricle dret (TSVD) respecte al ventricle dret. Com a consequéncia,
en fer el registre de 'ECG, s’observa una elevacio del segment ST i

una ona T negativa.

28



Introduccioé

Figura 8. Hipotesis per explicar els mecanismes de I'elevacié del segment ST en un
ECG de SBr. A. Hipotesi de desequilibri en la repolaritzacié. B. Hipotesi de desequilibri en la

despolaritzacié. Adaptades de Meregalli et al 2005 *°.

Els criteris de diagnostic de la SBr es basen principalment en detectar
I'elevacio del segment ST en 'ECG. A més, el pacient també ha de presentar
algun altre factor que recolzi el diagnostic, com pot ser historia familiar de
MSC, simptomes relacionats amb aritmies (sincopes, respiracié nocturna
agonica,...), aritmies ventriculars o variants genétiques associades a SBr*°. En
molts pacients, l'elevacié del segment ST es manté oculta fins que es
desemmascara la sindrome per algun factor extern. Aquests factors inclouen
la febre, consum de cocaina, antidepressius triciclics, antihistaminics de
primera generacio o farmacs antiaritmics bloquejadors del canal de sodi (com
son I'ajmalina i la flecainida). Aquests ultims farmacs s'utilitzen en la practica
clinica de manera controlada per a desemmascarar la malaltia en aquells

casos que hi hagi indicis de que el pacient podria patir una SBr*°.

Actualment, I'Ginica estrategia terapeutica efectiva per prevenir la MSC dels
pacients que pateixen la SBr és la implantacié d’'un desfibril-lador automatic
(DAI). EI DAI és un dispositiu que controla continuament el ritme cardiac, i en
el cas que detecti algun problema allibera un xoc eléctric per a restaurar
I'activitat electrica normal. Tot i que els tractaments farmacologics estan
encara en estudi, actualment s’estan utilitzat dos grups de farmacs per reduir
el desequilibri ionic de la fase 1 del PAC: (1) farmacs inhibidors del corrent de

K* l,; i (2) farmacs activadors dels canals de Na* i de Ca®* tipus L*"“2.

4.3. Sindrome de QT llarg

La SQTL és una malaltia cardiaca associada a la MSC que afecta 1 de cada
2.000 individus®. Es caracteritza per una prolongacié de linterval QT en
'ECG, deguda a un allargament del temps de repolaritzacié ventricular.
L'interval QT és la distancia entre el pic QRS, corresponent a la
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despolaritzacié ventricular, i el final de 'ona T, corresponent al final de la

repolaritzacio ventricular.

La SQTL pot ser causada per un defecte genétic (SQTL hereditaria). No
obstant aix0, també s’han descrits casos en que pot ser adquirida, per
exemple un tractament amb farmacs bloquejadors dels canals de K* pot induir
un patré electrocardiografic tipic de la SQTL. Pel que fa a la SQTL hereditaria,
s’han descrit variants en 16 gens diferents com a causants de la malaltia. La
majoria de les variants presenten una heréncia autosomica dominant. En
funcié del gen afectat s’han classificat 16 tipus de SQTL, entre les quals les
majoritaries sén la SQTL1 (que representa un 30-35% del total de casos de
SQTL), la SQTL2 (25-30%) i la SQTL3 (5-10%). Les SQTL1 i SQTL2 estan
causades per variants als gens que codifiquen pels canals de K" KCNQL1 i
KCNH2, respectivament, mentre que la SQTL3 s’ha relacionat amb la
presencia de variants al gen SCN5A. En la SQTL1 i SQTL2 es produeix una
pérdua de funcié dels canals de K*, donant lloc a un alentiment de I'entrada de
ions K* durant la fase 2 del PAC. En canvi, els pacients amb SQTL3
presenten una inactivacio incompleta del canal Nayl1.5, de tal manera que es
produeix una entrada continua de corrent de Na* a la cél-lula. Com a
consequeéncia, en la SQTL1, SQTL2 i SQTL3 la fase de repolaritzacié del PAC
€s més lenta, i aixo es reflecteix en 'TECG com un allargament de linterval QT
(Figura 9). Encara que en menor proporcido que la SBr, també hi ha un
percentatge de pacients amb SQTL (20-35%) sense causa geneética

identificada, per tant, en aquests casos no es coneix I'etiologia de la malaltia®.
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Figura 9. ECG caracteristic de la SQTL. A la part superior, es representa 'allargament de
la fase de repolaritzacié del PAC tipic de SQTL (blau) en comparacié amb un PAC normal
(negre). A la part inferior, es mostra l'allargament QT en 'ECG. Adaptada de Brugada et al
2007,

El criteri de diagnostic de la SQTL inclou un ECG, juntament amb la historia
clinica del pacient (preséncia de sincopes o aritmies) i antecedents familiars.
Pel que fa el tractament, els farmacs bloquejadors del canal de Na’ s’han
mostrat eficacos per normalitzar I'interval QT en pacients amb SQTL3%*. En
els casos de SQTL1 i SQTL2 el tractament preferible son els farmacs f-

bloquejadors (antagonistes dels receptors adreneérgics).
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B. Mecanismes de regulacid transcripcional en

el cor

5. Regulacio de [I'expressido genica a nivell

transcripcional

L’expressié génica és el procés a partir del qual la informacié continguda en
els gens és utilitzada per a la sintesi d’'un producte funcional, sigui RNA o
proteina. Totes les cél-lules d’'un organisme son genéticament identiques, és a
dir, tenen exactament la mateixa sequéncia de DNA. L’heterogeneitat dels
diferents tipus cel-lulars en morfologia i funcié és deguda a una expressio
diferencial dels gens. Aixi doncs, els mecanismes que regulen els gens que
s’han d’expressar en cada tipus cel-lular, aixi com en diferents moments del
desenvolupament i en resposta a estimuls, asseguren que cada cél-lula de
I'organisme disposa de totes les proteines necessaries en la quantitat correcta
i en el moment adequat. Una alteracid dels mecanismes que regulen
I'expressié génica pot tenir consequéncies greus, ja que pot donar lloc al
desenvolupament de malalties®. Basicament hi ha tres punts critics de

regulacié de I'expressid en eucariotes, que son els seglents:

- A nivell transcripcional: inclou tots els mecanismes que controlen la
unié de I'RNA polimerasa Il (RNA Pol Il) al DNA per tal que inicii el
procés de transcripcid. Es el pas més important de regulacié de
I'expressié genica (explicat amb més detall en els apartats 5.1., 5.2. i
5.3.). Aquesta tesi es basa principalment a estudiar els mecanismes

de regulacio transcripcional del gen SCN5A.
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- A nivell posttranscripcional: fa referéncia a les modificacions que rep
I'mRNA just després de ser transcrit, anomenat pre-mRNA, per tal
gue es converteixi en un mMRNA madur preparat per la traduccio a
proteina. Aquestes modificacions son: la poliadenilacio de I'extrem
3’, addicié de 7-metil-guanosina a I'extrem 5’ i I'splicing (eliminacié
dels introns i unié dels exons). En la regulacié posttranscripcional
també hi participen els microRNA, els quals controlen els nivells i
I'estabilitat dels mMRNA. Els microRNA son petites molecules d’'RNA
gue s’'uneixen de forma especifica a 'mRNA i n’indueixen la seva

degradacié o bé la inhibici6 de la traducci6 a proteina.

- a nivell posttraduccional: fa referéncia, principalment, a I'addicié de
grups quimics a la proteina un cop ha estat sintetitzada. Les
modificacions  posttraduccionals inclouen la fosforilacid, la
glicosilacid, l'acetilacié i la metilacid, entre daltres. Aquestes
modificacions regulen diversos aspectes de les proteines com sén
I'activacié o la inhibicié de l'activitat catalitica, la localitzacié en els

diferents compartiments cel-lulars i la degradacio.

Tot i que qualsevol fase de I'expressioé génica pot ser regulada, es creu que es
produeix, en gran part, a nivell transcripcional®®. El control de la transcripcio
depen principalment de la comunicacié entre dos components: els factors de
transcripcié (FT), que sén proteines que s’uneixen al DNA, i la cromatina,
formada pel DNA i les histones. La interaccio entre aquests dos components
és el que determina si s’activa o no 'RNA Pol Il i, per tant, promoura
I'activacié o la repressio de la transcripcié dels gens. En eucariotes, la
transcripcié basal és restrictiva, és a dir, els gens estan inactivats
transcripcionalment i necessiten una regulacié positiva per a iniciar la

transcripcio™>.
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5.1. Factors de transcripci6

Els FT son proteines d'uni6 al DNA que participen en la regulacié
transcripcional. Poden activar o reprimir la transcripcido genica mitjancant la
unié directa al DNA, a través de la uni6 a altres FT, o interaccionant amb
I'RNA Pol Il. Basicament es distingeixen dos tipus de FT: els FT generals i els

FT especifics™.
A) Factors de transcripci6 generals (FTG) o basals

Els FTG o basals (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE i TFIIH) s’'uneixen al promotor
dels gens i s6n necessaris per a l'inici de la transcripcié de qualsevol gen.
Agquestes proteines recluten 'RNA Pol Il i la situen al lloc d’inici de la
transcripcié (TSS). Els FTG i 'RNA Pol Il formen un complex anomenat
complex de preiniciacié (CPI). La unié del CPI al promotor per si sola és
suficient per induir una transcripcié basal®.

La fase d’iniciacié de la transcripci6 comenca amb la unié del TFIID al
promotor (Figura 10). TFIID és un complex multiproteic que inclou: la proteina
d'unié a TATA (TBP) gue reconeix especificament la caixa TATA (sequencia
situada a 25 nucleotids del TSS); i onze proteines associades a TBP (TAF1-
TAF11). En promotors amb la caixa TATA, TBP és suficient perque tingui lloc
la transcripcid. En canvi, els promotors sense la caixa TATA requereixen les
proteines TAF. A continuacié, el TFIIB reconeix el complex TFIID-DNA, s’hi
uneix i formen un complex ternari molt estable. El TFIIB recluta tant el TFIIF
com I'RNA Pol Il, ja que té llocs d’'uni6é per ambdues proteines. El TFIIA també
s’'uneix a TFIID-DNA i estabilitza la uni6 de la TBP amb el promotor.
Finalment, TFIIE s’'uneix al complex, el qual recluta TFIIH. Gracies a l'activitat
helicasa de TFIIH, es separen les dues cadenes de DNA i I'RNA Pol I
transcriu el primer nucleotid de 'mRNA. En la seglent fase, anomenada
elongacio, I'RNA Pol Il s’allibera del promotor i avanca al llarg del gen per

sintetitzar 'mRNA®>> °6, El domini C-terminal de 'RNA Pol Il conté una
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sequéncia repetitiva de set aminoacids, dos dels quals son serines que estan
subjectes a fosforilaci6. La subunitat quinasa de TFIIH, formada per
Cdk7/cycH, fosforila la serina 5 de 'RNA Pol Il durant la iniciaci¢®’. A
continuacio, Cdk9/CycT, que és una subunitat del factor P-TEFb (positive
transcription elongation factor b), fosforila la serina 2 de I'RNA Pol Il per a
facilitar el procés d’elongacio®®. Estudis recents també han demostrat que la
cua C-terminal de I'RNA Pol Il és acetilada per p300 en les primeres etapes
d’elongacio™.

Figura 10. Transcripcié basal en eucariotes. Regulacié de la transcripci6 basal en
eucariotes pels FTG (TFIIA, TFIIB, TFIID, TBP, TFIIE, TFIIH) i 'RNA Pol Il. DCT: Domini C-
terminal. Adaptada de Levine 2011%.
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Tot i que els FTG i 'RNA Pol Il poden donar lloc a una transcripcio basal, la
unié amb un tercer element anomenat Mediator, constitueixen la maquinaria
de transcripcié que s’uneix al promotor i provoca una activacié més important i
especifica de la transcripcio. El Mediator és un enorme complex proteic format
per 31 subunitats (MED1-MED31) que actua de pont entre el CPIl i els FT
especifics (Figura 11 A i B). Quan I'RNA Pol Il comenca l'elongacid, el
Mediator s’allibera del CPI, i interacciona amb el complex CDK8/CycC, que té
activitat quinasa. Aquesta subunitat bloqueja la uni6 del Mediator amb una
altra RNA Pol Il, i d’'aquesta manera impedeix que €s comenci un nou procés
d’iniciacié de la transcripci6®’. Alguns estudis recents han descrit noves
funcions del complex Mediator; per exemple s’ha constatat la participacié
d’aquest complex en processos com la regulacid epigenética o I'elongacio i la
maduracio de 'mRNA, entre altres. S’ha observat també que el Mediator té
una gran importancia en la regulacid de I'expressid génica durant el

desenvolupament embrionari®.

Figura 11. Estructura i funcié del Mediator. A. Esquema de les subunitats que formen el
Mediator. El complex Cdk8/CycC (en groc) interacciona amb el Mediator. B. Interaccié del
Mediator amb I'RNA polimerasa Il i un factor de transcripcié. La fletxa blava indica el TSS.
Adaptades de Yin i Wang 2014%.
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L’Elongator és un complex proteic format per sis subunitats (Elp1 - Elp6) amb
activitat acetiltransferasa de lisina (Figura 12A). Es pot trobar tant al citosol
com al nucli, i guan es troba al nucli regula la transcripcié. Aquest efecte en la
transcripcié es deu al fet que I'Elongator s’'uneix al DNA una vegada I'RNA Pol
Il ha estat fosforilada®. L’Elongator actua acetilant les lisines de les cues de la
histona 3 (H3) i la histona 4 (H4) presents en el gen, que és un pas necessari
perqué es doni el procés d’elongacié (Figura 12B)%* ®°. L’acetilacié de les
histones donara lloc a una estat menys compactat de la cromatina que

permetra que 'RNA Pol Il pugui avancar al llarg del gen.

Figura 12. Estructura i funcié de I'Elongator. A. Esquema de les sis subunitats que
formen I'Elongator. B. L’Elongator acetila les histones durant I'elongacié transcripcional.
Adaptades de Creppe i Buschbeck 2011%.

B) Factors de transcripci6 especifics

Els FT especifics reconeixen i s’uneixen a regions reguladores del DNA.
Poden ser activadors o repressors depenent de si activen o0 reprimeixen
I'activitat de 'RNA Pol II, respectivament. No obstant aix0, un mateix FT pot

realitzar ambdues funcions en contextos diferents. Mentre que els FTG
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contribueixen a la transcripcié basal dels gens, els FT especifics activadors
sén els responsables de I'expressié génica diferencial®.

Els FT activadors donen un senyal de regulacio positiva al CPI, i d’aguesta
manera estimulen la transcripcié. S'uneixen al promotor aixi com també a
regions anomenades enhancers, que poden estar situades a prop o lluny del
gen que controlen. Estructuralment, els activadors tenen un domini d’uni6 al
DNA i un domini d’activacié necessari per a estimular la transcripcié. Els llocs
del DNA a on s’uneixen son regions molt curtes, de 6 a 12 parells de bases
(pb), tot i que l'especificitat d’aguesta uni6 només depen de 4-6 pb. Els
activadors poden interaccionar i funcionar cooperativament entre ells per a
produir una activacio sinergica de la transcripcié. Poden formar homodimers
(uni6 de dos activadors iguals) o heterodimers (unié de dos activadors
diferents), ja que al DNA es poden trobar de manera contigua llocs d’'unio de
dos activadors, o potser que només un dels dos interaccioni directament al
DNA. També poden formar complexos proteics unint-se varis activadors a la

vegada™.

Quan els activadors s’uneixen a regions enhancers llunyanes al promotor
estimulen la transcripcié mitjancant diversos mecanismes: (a) a través de la
interaccié directa amb un 0 més elements del CPI o amb el Mediator, gracies
a la formacié d’'un loop de DNA entre I'enhancer i el promotor; (b) a través del
reclutament de proteines anomenades coactivadors, que no contenen dominis
d'unié al DNA i actuen com a pont entre els activadors i la maquinaria de

transcripcié present en el promotor®®.

Els FT repressors s’uneixen a regions anomenades silenciadors, que es
poden trobar en zones proximals o distals del promotor del gen que regulen.
S’han proposat diversos mecanismes dels repressors per a inhibir la
transcripcié. Per una banda, els repressors poden bloquejar la uni6 al DNA

d’'un activador proper o inclus poden competir amb l'activador pel mateix lloc
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d’'uni6. Aixo es deu al fet que silenciadors i enhancers poden estar molt
proxims entre ells, o fins i tot poden ser la mateixa regié que conté llocs d’'unié
tant per lactivador com pel repressor. S’ha proposat també que els
silenciadors poden formar un loop amb el promotor per a acostar el repressor
a la maquinaria de transcripcié. Un altre possible mecanisme de repressio és
mitjancant el reclutament de cofactors, anomenats corepressors, per a inhibir
la transcripcio. Els corepressors, que no es poden unir directament al DNA,
poden bloquejar la transcripcié mitjancant la unié a activadors, -i d’aguesta
manera competeixen amb els coactivadors-, o mitjancant el reclutament de
proteines que provoquen un canvi en |'estructura de la cromatina i fan que
aquesta estigui transcripcionalment inactiva. Alguns estudis han demostrat
gue per a activar la transcripcié d’alguns gens, és suficient obrir el loop entre

el repressor i maquinaria de transcripci6®’:°e.

5.2. Regions del DNA reguladores de la transcripci6

Les sequencies de DNA a on s'uneixen els FT s’anomenen regions

reguladores o elements reguladors en cis, els quals inclouen:
A) Promotor. De cada promotor es poden diferenciar dues parts:

= Promotor minim (core promoter): és una regid de llargada variable

situada al comencament del gen que marca la direcci6 de la
transcripcid. Inclou el TSS, a on s'inicia la transcripcié. ElI promotor
conté una série d’elements a on s’'uneixen els components del CPI®. Un
d'aquests elements és la caixa TATA, present en un 24% dels
promotors humans. Tot i que la sequiéncia consens és 5-TATAAA-3’,
només un 10% dels promotors amb caixa TATA tenen la sequéncia
exacta. El 76% dels promotors restants sense la caixa TATA sén rics en
CG i tenen un alt contingut de llocs d’'unié del FT Spl. EI FT Spl és una
proteina de tipus dit de zinc que s'uneix en regions amb un elevat

contingut de CG, i regula molts processos cel-lulars, com sén la
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diferenciacio i el creixement cel-lular, I'apoptosi, la reparacio del DNA i
la remodelaci6 de la cromatina. Un altre element important és
I'iniciador, que es troba en un 46% dels promotors humans. S’ha
observat que la majoria de promotors que tenen iniciador no contenen
la caixa TATA i, per tant, en part podrien ser excloents. El promotor
basal també pot incloure altres elements com el DPE (downstream
promoter element), on s'uneixen TAF6 i TAF9, i el BRE (B recognition

element), que és un lloc d’unié de TFIIB>* °.

No obstant aixd, en molts promotors no s’ha identificat cap d’aquests
elements d’'uni6 de les proteines que formen el CPI, suggerint que
existeixen altres elements, encara per descobrir, que permeten el
reclutament del CPI. Aquestes dades evidencien que hi ha una gran
diversitat de promotors i que la unié del CPI no depéen d’'un element en

concret.

Regi6 proximal del promotor: é€s una regid que es localitza

immediatament 0 a poca distancia de I'extrem 5’ del promotor minim.
Conté una elevada densitat de llocs d’uni6 d’activadors i, per tant, inclou
sequeéencies importants per al control de la transcripcié. EI 60% dels
gens humans es caracteritzen perqué els seus elements proximals del
promotor contenen illes CpG, que sOn unes regions relativament curtes
(de 500 pb a 2 quilobases) amb un alt contingut dels nucleotids CG.
Molts dinucleotids CG presents en el genoma es troben metilats, pero
concretament els situats a prop dels promotors no ho estan. Les illes
CpG desmetilades s6n un bon indicador per a predir la presencia d’'un
gen. Curiosament, s’ha observat una correlacio entre la presencia de
les illes CpG en la regioé proximal del promotor i elements del promotor
minim. Per exemple, els promotors sense caixa TATA no tenen illes
CpG properes, mentre que els promotors amb elements BRE estan

associats amb illes CpG>> ™.
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B) Enhancers: son regions del genoma normalment formades per diverses
sequencies d’'unio a FT. El fet que varis FT es puguin unir a un enhancer al
mateix temps, permet que aquests activin cooperativament la transcripcio d’'un
gen diana. Sovint els mateixos activadors que s’uneixen a les regions
proximals del promotor també s’uneixen als enhancers. Un mateix gen pot ser
activat per més d’'un enhancer. En aquest sentit, el genoma huma conté uns
23.000 gens, mentre que es calcula que hi ha un mili6 d’enhancers®. Els
enhancers poden estar fins a milers de parells de bases del promotor, tant en
regions 3’ com a 5’ del gen o fins i tot dins d’'un gen. Tot i que puguin trobar-
se a molts nucleotids de distancia del promotor, cal tenir present que el DNA
es troba plegat en el nucli i, per tant, podrien estar propers en I'espai. També
s’ha demostrat amb experiments de captura de conformacié dels cromosomes
(8C), tal com ja s’ha comentat anteriorment, que els enhancers interaccionen
amb el promotor a través de la formacio d’'un loop de DNA. Els enhancers es
poden trobar en orientacié sentit o antisentit respecte al gen que regulen, i en
ambdés casos poden activar la transcripcié®. Recentment, s’ha definit el
terme super-enhancer, com un grup d’enhancers que es troben molt propers
en el genoma i presenten un alt grau d’ocupacioé de FT i del Mediator. La unio
del Mediator als super-enhancers facilita la formacié del loop de DNA que
permet acostar els FT que es troben units en aquesta regié a I'RNA Pol I
situada al promotor’®. Els super-enhancers regulen gens que defineixen la
identitat cel-lular i es diferencien dels enhancers tipics per la mida, I'elevada
densitat de FT que s’hi troben units i la major habilitat per activar la

transcripcio’.

C) Silenciadors: son regions a les quals s’'uneixen els FT repressors i, per
tant, inhibeixen la transcripcié. De manera similar als enhancers, funcionen
independentment de I'orientacié en que es trobin, i es poden localitzar tant en
regions proximals o distals del promotor com a dins del gen que regulen.

Poden reprimir la transcripcié mitjancant dos mecanismes diferents: formant
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un loop entre el silenciador i el promotor per a acostar el repressor al CPI, o

bé poden interferir en la unié d’un FT a I'enhancer®.

D) Insulators o boundaries: estableixen els limits d’accié dels dominis
topologics (TAD). Els TAD soOn les regions en qué el genoma s’organitza a
nivell tridimensional dins el nucli cel-lular, i son dominis estructuralment i
funcionalment independents. Comprenen regions del genoma que
interaccionen fisicament entre si molt freqientment, com per exemple en un
TAD es troben enhancers i promotors que interaccionen. La unié de FT als
boundaries pot bloquejar la modulacié que confereixen els enhancers o els
silenciadors als gens que regulen. En els vertebrats, I'Gnica proteina
coneguda que s’uneix als boundaris és el factor CTCF (CCCTC-binding

factor)”.
5.3. Cromatina

5.3.1. Estructura de la cromatina

En cel-lules eucariotes, el DNA es troba compactat en el nucli en forma de
cromatina, un complex format per la interacci6 del DNA i unes proteines
associades anomenades histones (Figura 13A). La unitat fonamental de la
cromatina és el nucleosoma, que consisteix en 146-147 pb de DNA enrotllats
a un octamer d’histones. Aquest octamer normalment esta format per dues
unitats de cadascuna de les histones H2A, H2B, H3 i H4 (Figura 13B). La
histona H1, situada entre I'octamer i el DNA, ajuda a estabilitzar I'estructura
del nucleosoma. Els nucleosomes estan separats per regions de DNA de
longitud variable, anomenat DNA internucleosomic. Les histones tenen un
domini C-terminal d’estructura globular molt similar entre elles, que és
important per a la formacié del nucleosoma ja que esta involucrat en la
interaccié histona-histona i histona-DNA™. Les cues N-terminal de les
histones estan menys estructurades i sobresurten dels nucleosomes. Les

cues N-terminal estan subjectes a multiples modificacions posttraduccionals
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reversibles (metilacid, acetilacié, fosforilacid,...), que modulen l'estat de la
cromatina (Figura 13C)"°.

Classicament, en funci6 del grau de compactacio del DNA en els
nucleosomes, s’han definit dos tipus de cromatina. L’eucromatina correspon a
la cromatina menys compactada, i en tenir una estructura més laxa, permet
gue el DNA sigui més accessible als FT i a la maquinaria de la transcripcio.
Per tant, és una zona activa transcripcionalment, on es localitzen la majoria
dels gens actius. D’altra banda, I'heterocromatina correspon a un estat mes
condensat de la cromatina, que es localitza sobretot a la periferia del nucli. Hi
ha dos tipus d’heterocromatina: la constitutiva i la facultativa.
L’heterocromatina constitutiva correspon a regions silenciades, és a dir, que
no es transcriuen a causa de l'alt grau de compactacié; sén regions iguals a
totes les cel-lules, com per exemple els telomers i els centromers.
L’heterocromatina facultativa correspon a regions que es troben condensades
o no depenent del tipus cel-lular o de I'estat de la cel-lula.

Les regions de DNA que estan lliures de nucleosomes, sén més sensibles a
ser tallades per DNases. Per aquesta rad, tals regions s'anomenen també
llocs d’hipersensibilitat a DNases (DHSs). Les regions DHSs s’han utilitzat per
a definir regions reguladores, ja que pel fet de ser regions poc compactades,

s’hi uneixen els FT (Figura 13D)"".
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Figura 13. Organitzacio i estructura de la cromatina en el nucli de cél-lules eucariotes.
A. Representacio esquematica dels diferents nivells de compactacié del DNA en el nucli: des
de la formacio dels nucleosomes fins a la formacié dels cromosomes, que és el nivell de
maxima compactaci6. Adaptada de Maleszewska i Kaminska 2013"®. B. Estructura de

I'octamer d’histones que forma el nucleosoma i representacio de la histona H1. Adaptada de
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Georgopoulos 2002”°. C. Modificacions posttraduccionals dels residus de les cues
d’histones. Adaptada de Zhao 2013%. D. Representacié dels llocs d’hipersensibilitat a
DNasa | (DHSSs), on s’observa abséncia de nucleosomes i unié dels factors de transcripcio.
Les fletxes indiquen les regions que son susceptibles a ser tallades per la DNasa degut a

I'abséncia de nucleosomes. Adapatada de Wang et al 2012%",

5.3.2. Dinamica de la cromatina

La cromatina és una estructura dinamica, perqué esta subjecta a multiples
modificacions que modulen el seu estat de compactacio, organitzacio i funcio.
Aquestes modificacions de la cromatina inclouen: modificacions d’histones,
remodelacié de la cromatina i metilacié del DNA. Es tracta de modificacions
gue afecten la cromatina sense alterar la sequéncia de nucleotids del DNA, i
sén determinants en la regulacié de processos com soOn la transcripcio i la
replicacio del DNA. En relacié a la regulacié de la transcripcio, aquestes
modificacions poden induir a que la cromatina estigui en un estat meés
favorable o desfavorable a la unié dels FT. Per tant, les modificacions de la

cromatina dicten, en gran part, els patrons d’expressié génica®.
A) Modificacions de les histones

Tal com s’ha explicat anteriorment, les cues N-terminal de les histones son
llocs susceptibles a ser modificats covalentment. Entre les modificacions
d’histones més conegudes que modulen la transcripcio s’inclouen l'acetilacio
de lisines, la metilaci6 de lisines i arginines, i la fosforilacié de serines,
treonines i tirosines, tot i que també cal anomenar-ne d’altres, com soén la
ubiquitinacido de lisines, la sumoilacio de lisines, 'ADP-ribosilacié d’acid
glutamic, la deiminacié d’arginines i la isomeritzacié de prolines. No totes les
modificacions son presents a la mateixa histona al mateix temps, siné que sén
incorporades o eliminades de forma molt dinamica, en funcioé dels processos
bioldgics que s’activen en la cél-lula en cada moment. Les modificacions
d’histones poden alterar les interaccions entre el DNA i les histones; aixi

mateix, també poden modular les interaccions entre histones d’'un mateix
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nucleosoma  (intranucleosomals) 0 de nucleosomes adjacents

(internucleosomals)®.

A continuacié es descriuen les tres modificacions d’histones més estudiades
en relacio a la regulacié transcripcional®:

- Acetilacié de lisines: consisteix en I'addicié d’'un grup acetil en el grup
g-amino de la cadena lateral de la lisina. L’acetilacié neutralitza la
carrega positiva de les lisines, cosa que provoca una disminucio de la
interaccio entre la cua N-terminal de la histona i la carrega negativa dels
grups fosfats del DNA. Aguesta desestabilitzaci6 del complex DNA-
histona fa que la cromatina es trobi en un estat menys compactat i, aixi
afavoreix I'accés dels FT al DNA. Es per aix0 que l'acetilacié de lisines
s’associa amb I'activacié de la transcripcio i predomina principalment en

regions eucromatiques.

Classicament, els enzims encarregats d’introduir grups acetil a les
histones s’anomenaven acetiltransferases d’histona (HAT). Actualment
pero, amb la nova nomenclatura establerta I'any 2007, reben el nom de
acetiltransferases de lisines (KAT), ja que sabem que també acetilen

proteines no histones®.

Les KAT es poden dividir en dues grans families: KAT tipus A i KAT
tipus B. Les KAT tipus B son principalment citoplasmatiques i, acetilen
histones acabades de sintetitzar abans d’unir-se a la cromatina®. Les
KAT tipus A sb6n una familia d’enzims més nombrosa, els meés
importants dels quals s6n CBP (KAT3A) i p300 (KAT3B), dos
coactivadors transcripcionals estructuralment molt semblants |

funcionalment relacionats®® ®’.

Aquests enzims, que acostumen a
formar complexos multiproteics amb altres proteines, acetilen multiples
lisines a les cues N-terminals de les histones presents a la cromatina.

Tot i que les KAT tipus A majoritariament acetilen lisines de les cues N-
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terminal, també poden acetilar lisines presents en el domini globular,
com la lisina 56 de la histona 3 (H3K56).

L’'acetilacid és un procés reversible, ja que el grup acetil de les lisines
pot ser eliminat pels enzims histones desacetilases (HDAC), de manera
gue es restaura la carrega positiva del residu. Les HDAC d’eucariotes
poden desacetilar histones, aixi com també altres proteines no
histones®®. Al contrari de I'acetilacid, la desacetilaci6 estabilitza la uni6
DNA-histona i déna lloc a un estat més compacte de la cromatina. Es
per aixo que les HDAC es consideren corepressors de la transcripcio i
participen en la formacié de la heterocromatina. Les HDAC de mamifers
es classifiquen en cinc families: classe | (HDAC1, 2, 3 i 8), classe lla
(HDAC4, 5, 7, 9), classe IIb (HDACSG6, 10), classe Il (sirtuines) i classe
IV (HDAC11). Les de classe |, Il i IV sén inhibides per Tricostatin A
(TSA). En canvi, les de classe Ill no s6n sensibles a TSA pero si a
nicotinamida (NA). Les HDAC no tenen domini d’unié al DNA, sin6 que
actuen en els seus gens dianes mitjancant la seva incorporacié en

complexos multiproteics®.

- Fosforilacio: de manera similar a I'acetilacié, la fosforilacié d’histones
és una modificaci6 molt dinamica. La fosforilacié esta controlada pels
enzims quinases i fosfatases, que afegeixen o eliminen el grup fosfat,
respectivament. Els residus fosforilats sén principalment serina, treonina
I tirosina. Les quinases transfereixen el grup fosfat de 'ATP al grup
hidroxil dels aminoacids diana. La carrega negativa dels grups fosfats
desestabilitza la interaccié entre els residus d’histones fosforilats i la
carrega negativa del DNA. Consequentment, la cromatina passa a un
estat més descondensat i més accessible als FT encarregats de
promoure la transcripcié. També s’ha observat que, tot i que la
fosforilacio és més freqient en les cues N-terminals de les histones,

també es pot donar en el domini globular de les histones, com per
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exemple la fosforilacio de la tirosina 41 de la histona 3 (H3Y41)

mitjancant la quinasa JAK2%.

- Metilacio: té lloc als residus lisina i arginina de les histones. A
diferencia de I'acetilaci6 i la fosforilacio, la metilacié no produeix canvis
en la carrega dels aminoacids i es creu que és guimicament més
estable. Funcionalment, la metilacié també és més complexa que altres
modificacions d’histones, ja que tant pot promoure activacié com
repressio transcripcional, depenent del residu modificat i el nombre de
grups metil afegits. Les lisines poden ser mono-, di- o trimetilades,
mentre que les arginines poden ser mono- o dimetilades. Els enzims
responsables de la metilacié de les histones es classifiquen en dues
families depenent de I'aminoacid diana: lisina metiltransferasa (KMT) i

arginina metiltransferasa (PRMT).

Les KMT transfereixen un grup metil procedent de S-adenosilmetionina
(SAM) al grup amino de la lisina®*. S’han identificat un gran nombre de
KMT, la majoria de les quals comparteixen el domini SET, que té la
funcié enzimatica metiltransferasa. Com a excepcio, la KMT Dotl, que
metila la lisina 79 de la histona 3 (H3K79) situada en el domini globular,

no conté el domini SET.

Les PRMT transfereixen un grup metil procedent de SAM en el grup
guanidino de l'arginina®. Les PRMT es classifiquen en dos grups: de
tipus | (PRMTL, 2, 3, 4, 61 8) i tipus Il (PRMTS5, 7). Els dos tipus donen
lloc a arginines mono- i dimetilades, pero en el cas de les de tipus | la
dimetilacio és asimetrica, mentre que les de tipus Il produeixen una

dimetilacié simetrica.

Tot i que durant molt de temps es pensava que la metilacié era una
modificacidé estatica, a partir del 2002 diversos estudis van demostrar

que existien uns mecanismes de desmetilacié d’arginines i lisines, on hi
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participen les histones desmetilases. ElI 2004 es va descobrir la primera
desmetilasa, anomenada desmetilasa especifica de lisina 1 (LSD1), que
desmetila les H3K4 i H3K9 mono- i dimetilades i, en canvi €s incapacg
d’actuar sobre lisines trimetilades. El 2006 es va descobrir una altra
classe de desmetilases que contenen el domini catalitic Jumonji C
(JmjC). Aquestes son especifiqgues de residus trimetilats, per exemple,
desmetilen H3K9me3 i H3K36me3*. En humans es coneixen 27 tipus
de desmetilases amb el domini JmjC, de les quals 15 han estat
publicades com a desmetilases especifiques de lisines i arginines de la
H3>,

Les modificacions d’histones son “llegides” per unes proteines efectores que
contenen dominis proteics anomenats readers. Els readers es classifiquen en
funci6 de la seva estructura, que els permet reconéixer modificacions

d’histones especifiques %> %

(Taula 1 i Figura 14). Moltes proteines que
s’associen a la cromatina contenen diverses copies d’'un o varis dominis
readers; d’aguesta manera, poden reconéixer i unir-se a meés duna
modificacié d’histona a la vegada, en un mecanisme multivalent. Moltes
d’aquestes proteines tenen activitat enzimatica, amb la qual afegeixen o
eliminen modificacions d’histones, o bé provoquen canvis en la posicié dels
nucleosomes. Alguns exemples d’aquestes proteines son: subunitats dels
complexos remodeladors de la cromatina (s’expliguen de manera més
detallada en I'apartat B); I'acetiltransferasa p300, la qual t¢ un bromodomini
gue s’uneix a residus acetilats com la H4K20ac i la H3K36ac; la proteina HP1,
gue conté un cromodomini que li permet unir-se a H3K9me2/3; i la histona
metiltransferasa L3MBTL1 que té tres dominis MBT a traveés dels quals
s’'uneix a H4K20mel/2 i H1bK26mel/2. Aixi doncs, les modificacions
d’histones no només afecten I'estructura de la cromatina per si soles, siné que
també serveixen per reclutar i estabilitzar proteines efectores que modularan

la regulacio transcripcional.
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Taula 1. Dominis readers de modificacions d’histones. Classificaci®é dels dominis

proteics (readers) que reconeixen modificacions d’histones especifiques.
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Figura 14. Uni6 dels readers en modificacions d’histones especifiques. Representacio
de la cua N-terminal de la histona 3 amb els residus modificats per acetilacid (Ac), metilacié
(Me) i fosforilacié (P), i els dominis readers de reconeixement especifics. Adaptada de

Musselman 2012%.

Els diferents patrons de les modificacions de les histones emmagatzemen una
gran informacié que és traduida a diferents efectes en la transcripcidé. En
aquest sentit, la hipotesi del “codi d’histones”, proposa que combinacions
especifigues d’aguestes modificacions dicten I'activitat transcripcional d’un
promotor determinat®” *®. Davant la gran diversitat de modificacions d’histones
s’assumeix que cada residu modificat té una funcié biologica, pero
malauradament moltes d’aquestes funcions s6n encara desconegudes.
Tanmateix, a partir d'estudis dimmunoprecipitaci6 de cromatina i
sequenciaci6 massiva (ChlP-seq) s’ha observat que els patrons de
modificacions d’histones defineixen regions determinades al llarg del genoma;
per exemple: la trimetilacio de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3)
correlaciona amb el TSS; la trimetilacio de la lisina 36 de la histona 3
(H3K36me3) es troba dins el cos dels gens®; la monometilacié de la lisina 4
de la histona 3 (H3K4mel) és una marca d’enhancers inactius o que estan en
99, 100.

repos ; i 'acetilacio de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27ac) s’ha associat

tant a promotors com a enhancers actius*® *°* (Figura 15).
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Figura 15. Modificacions d’histones associades a determinades regions del genoma.
Enriquiment de modificacions d’histones en diferents regions del genoma (enhancer,
promotor, TSS i cos del gen) mitjancant experiments de ChlP-seq. Imatge cedida pel Dr.

Ivan Garcia Bassets, Universitat de California San Diego.

B) Canvis en la posicio dels nucleosomes pels complexos remodeladors

de cromatina

Els complexos remodeladors de la cromatina estan formats per entre 10 i 15
subunitats. Determinades subunitats dels complexos remodeladors de la
cromatina tenen, a la seva estructura, dominis readers de modificacions
d’histones que els permeten unir-se a regions especifiques de la cromatina.
Una vegada reclutats a la cromatina, indueixen canvis en la posicié dels
nucleosomes. Aquests canvis poden ser de cinc tipus: desplacament de
nucleosomes, eliminacid de nucleosomes, ensamblatge de nucleosomes,
espaiament de nucleosomes i recanvi d’histones (Figura 16). La remodelacio
de nucleosomes incrementa l'accessibilitat al DNA dels FT, tant activadors
com repressors, i faciliten d’aguesta manera processos d’activacio o repressio

transcripcional'®?.

Figura 16. Remodelacié de nucleosomes. Representacio dels tipus de remodelacié dels
nucleosomes catalitzats pels complexos remodeladors de la cromatina. Adaptada de Petty i
Pillus 2013'%,
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La subunitat catalitica dels complexos remodeladors de cromatina €s una
subunitat ATPasa, que utilitza I'energia de la hidrolisi de 'ATP per a alterar
I'estructura de la cromatina. Els principals complexos remodeladors de
cromatina en eucariotes son: SWI/SNF, ISWI, CHD i INO80. Els components
de la familia SWI/SNF s’uneixen a lisines acetilades d’histones a través d'un
bromodomini i promouen desplacament i eliminacié de nucleosomes. Els
remodeladors ISWI indueixen ensamblatge i espaiament de nucleosomes. Es
caracteritzen per unir-se a les histones H4 no modificades (a través d'un
domini SANT), i al DNA internucleosomal (a través d’'un domini SLIDE). Els
complexos CHD catalitzen desplacament, eliminacid, ensamblatge i
espaiament de nucleosomes. S’'uneixen a lisines metilades d’histones gracies
a dos cromodominis en tandem presents en la seva estructura. La familia
INOB0 esta especialitzada en el recanvi dhistones dels nucleosomes;
reemplacen el dimer H2A-H2B per dimers que contenen la variant H2A.Z-
H2B'”,

C) Metilacio del DNA

La metilacié del DNA consisteix en I'addicio covalent de grups metil a citosines
del DNA. Els enzims responsables d’aguestes modificacions sén DNA
metiltransferases, les quals catalitzen la transferencia d’un grup metil del SAM
a les citosines. Tot i que la metilacio6 del DNA és una modificacié poc
dinamica, els grups metils també poden ser eliminats per enzims amb activitat
desmetilasa. Un tipus d’enzim desmetilasa sén les proteines Tet, que tenen
activitat DNA hidroxilasa i actuen sobre citosines metilades en la posicié 5
(5mC). Per tal de desmetilar el DNA, les proteines Tet catalitzen tres
reaccions d’oxidacié consecutives en les quals converteixen les 5mC a 5-

hidroximetilcitosina, 5-formilcitosina i, finalment, a 5-carboxilcitosina®®®.

La metilacié del DNA té lloc principalment en illes CpG. El 60% dels promotors

humans contenen illes CpG, i quan estan desmetilats s’associen amb estats
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transcripcionals actius, mentre que quan estan metilats s’associen amb
repressio transcripcional. Aixo és degut al fet que la metilacié interfereix en
I'accessibilitat dels FT als seus llocs d’'unié dels promotors. La metilacié del
DNA esta estretament relacionada amb la formacio de I'heterocromatina i és
per aixd que es troba en regions com els centromers i els telomers dels

cromosomes®®* 105,

La metilaci6 del DNA és un lloc de reconeixement per a proteines que
contenen un domini d’'unié a DNA metilat (MBD). Les proteines amb un domini
MBD recluten corepressors que indueixen canvis en les modificacions
d’histones per afavorir una cromatina transcripcionalment inactiva'®®. Per tant,
existeix una estreta relacido entre la metilaci6 del DNA i les modificacions
d’histones. Un exemple, és la proteina MeCP2 que s’uneixen al DNA metilat, a
través d’un domini MBD, i recluta HDAC, les quals desacetilen les histones'®”’.
Un altre exemple son les histones metiltransferases que tenen també un
domini MBD, i una vegada unides en les regions de DNA metilat donen lloc a
la metilaci6 de les histones'®. D’acord amb aquestes evidéncies, en un estudi
amb ceél-lules mares embrionaries de ratoli mutades, les quals presenten una
reduccio de la metilacié de les illes CpG, es va observar que tenen baixos
nivells de la marca repressora transcripcional H3K9me2, en canvi alts nivells

de la marca activadora H3K9ac®.

En resum, el caracter dinamic de les modificacions d’histones, la remodelaci6
de nucleosomes i la metilacié del DNA permet respondre de manera rapida a
les necessitats de la céel-lula, modificant I'accessibilitat als FT i induint canvis

en el balang entre activacio-repressio transcripcional.
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6. Regulacié de I'expressidé genica en el cor per

factors de transcripcio

El primer organ que es forma en I'embrio és el cor, en un procés anomenat
cardiogénesi. En una primera etapa té lloc la formacié d'un tub cardiac,
anomenat miocardi embrionari, que condueix I'impuls electric a una velocitat
molt baixa. Aquest tub es va elongant i comencen a diferenciar-se regions
especifiques que acabaran formant les dues auricules i els dos ventricles*°. A
partir de progenitors cardiacs es generen els diferents tipus de cel-lules del
cor (cardiomiocits de les auricules, dels ventricles, del sistema de
conduccid...). En etapes molt primerenques de la cardiogenesi ja s’observa un
rapid increment de I'expressio de FT cardiacs. Aquests FT regulen I'expressio
dels gens responsables de la formacio del cor i la morfogenesi de les
estructures cardiaques i, per tant, sén claus per definir el desti de les cél-lules

cardiaques™* 2,

S’ha identificat un grup de FT cardiacs centrals que sén claus en la regulacio
transcripcional cardiaca tant en I'embrié com en l'adult. Aquests FT cardiacs
centrals inclouen: NKX2.5, GATA4, TBX5, MEF2A, HAND1/2 i SRF. Al llarg de
I'evolucid, la xarxa transcripcional cardiaca ha esdevingut cada vegada més
complexa, amb un augment del nombre de gens que codifiquen per diferents
tipus dels FT cardiacs centrals (Taula 2)'*°. L'increment de FT cardiacs ha
donat lloc a nous patrons d’expressid genica, fet que s’ha traduit en un cor
cada vegada més complex evolutivament, que ha passat de ser un simple tub
cardiac a ser una potent bomba contractil formada per quatre cameres. Tot i
els canvis al llarg de I'evolucio, la conservacio dels FT cardiacs centrals en la
xarxa de transcripcié cardiaca recolza el seu paper clau per al correcte

desenvolupament i funcionament del cor. En aquest sentit, el projecte
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ENCODE de ratoli publicat recentment ha demostrat que els mecanismes de

regulacié de I'expressid genica pels FT estan molt conservats entre ratoli i

huma, tot i que no ho estiguin els elements reguladors en cis ***

Factors de transcripcié cardiacs

Taula 2. Evoluci6 del cor i dels FT cardiacs centrals. S’indiquen, per cada grup

filogenétic, I'estructura cardiaca i el nombre de gens que s’expressen en el cor de cada tipus

dels FT cardiacs centrals. Adaptada d'Olson 200

113
6.

Els FT cardiacs centrals tenen la propietat de regular la seva propia expressio;

d’aquesta manera retroalimenten i mantenen el programa de transcripcio
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cardiaca. Cal destacar també que els FT cardiacs centrals sovint tenen
funcions redundants, i en cas d'abséncia d'un dells poden parcialment
compensar la seva funcié per a activar els gens dianes*'°. Una altra propietat
d'aquests FT és el fet que sovint interaccionen entre ells formant complexos
multiproteics, per a activar cooperativament I'expressié dels seus gens diana.
Evidencies per aquesta accié cooperativa provenen d'estudis on s’han
identificat multiples gens cardiacs amb llocs d’'unié dels diversos FT cardiacs
centrals'™. En aquest sentit, estudis recents de ChIP-seq suggereixen que els
enhancers cardiacs actius vénen sovint definits per aquelles regions del
genoma coocupades simultaniament per diversos FT cardiacs centrals™®. En
els estudis esmentats, aquests enhancers coincideixen amb regions ocupades
per p300, que també s’ha utilitzat sovint com a marcador d’enhancers.
Concretament, un 89,7% de les regions enriquides per p300 estan també
coocupades com a minim per un FT cardiac central, principalment GATA4.
Perd es va observar que la majoria d’enhancers coocupats per multiples FT
cardiacs centrals no s’uneixen a p300; per tant, la identificacié6 d’aquestes
regions va permetre detectar enhancers que amb el ChIP de p300 no

s’haurien identificat.

Alteracions en els FT cardiacs centrals s’han associat amb diverses malalties,
perqué provoquen un funcionament anomal de la xarxa de transcripcid
cardiaca, i donen lloc a canvis en els patrons d’expressié de gens del cor. En
funcié del moment en qué tenen lloc aquestes alteracions, les patologies
cardiaques poden ser congenites o en l'adult. A continuacidé es mostren

alguns exemples d’alteracions de cadascun dels FT centrals:

- Ratolins knockout homozigots per NKX2.5 mostren una formacio
anormal del tub cardiac i alteracions en el desenvolupament del
ventricle dret, i moren durant el desenvolupament. D’altra banda,

variants genétiqgues a NKX2.5 en humans i ratolins tenen defectes en la
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conducci6 auriculoventricular, suggerint un paper clau d’aquest FT en el

sistema de conduccio'’.

- Ratolins knockout homozigots per GATA4 moren en estadis
embrionaris a causa de defectes en la formacié del tub cardiac''®. En
humans, variants genetiques al gen GATA4 causen malalties
cardiaques congeénites com ara defectes del septe, tetralogia de Fallot i
estenosi pulmonar. Un exemple és la variant genética G296S
identificada en una familia amb defectes de septacié, degut a una

alteracio en la interaccié entre GATA4 i TBX5®.

- Els ratolins knockout heterozigots de TBX5 presenten defectes en el
septe i bloqueig de la conduccié entre auricules i ventricles. També
presenten problemes en la separacié del cor en les quatre cambres'®,
En humans, les variants genétiques al gen TBX5 s’han associat amb la
sindrome de Holt-Oram, que es caracteritza per malformacions
congeénites del cor. També s’han identificat variants en enhancers del
gen TBX5 que redueixen la seva expressio, les quals s’han associat a

defectes del septe ventricular o altres malalties congénites cardiaques.

- Els ratolins knockout de MEF2A moren a la primera setmana de
naixement a causa de defectes en I'estructura del cor. Aixo es deu al fet
gque MEF2A regula I'expressio dels gens estructurals que participen en
la formacié del sarcomer. D’altra banda, en pacients amb malaltia
coronaria i infart de miocardi s’ha identificat una deleci6 de set
aminoacids en el gen MEF2A, suggerint que MEF2A també podria estar

implicat en la patogénesis d’aquestes malalties cardiaques*?.

- Els ratolins knockout de HAND2 tenen anormalitats en la formacié del

ventricle dret, mentre que les cel-lules mare embrionaries deficients de

HAND1 presenten una formacio ineficient del ventricle esquerre®®® 22,

En humans, les variants genétigues a HAND1 estan associades a
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defectes de septacid, mentre que les variants a HAND2 s’han identificat
en pacients amb tetrologia de Fallot, ventricle dret de doble sortida i

estenosi pulmonar*?.

- Els ratolins amb el gen SRF inactivat presenten una desorganitzacio
de les estructures del sarcomer, cosa que doéna lloc a un fenotip
d’insuficiéncia cardiaca'®. En humans, s’ha descrit una variant genética
no sinonima (K259R) en el gen de la miocardina (un coactivador del
muscul cardiac) que altera el lloc d’'unié d’'SRF. Aquesta variant esta

associada amb malalties cardiaques congénites™®.
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7. Factors de transcripcio GATA cardiacs

Els FT GATA sén una familia de proteines de tipus dit de zinc que s’uneixen a
regions concretes del DNA per a regular I'expressio de gens especifics. Tenen
un paper important en la regulacié transcripcional durant la diferenciacio, el
creixement i la supervivéncia de diferents tipus cel-lulars'*’. El genoma de
mamifers codifica per sis FT GATA (GATA1-GATA®6). Es divideixen en dos
subgrups en funcié del seu patr6 d’expressio i la seva homologia en la
sequéncia: GATAL, GATA2 i GATA3 s’expressen predominantment en les
cél-lules mare hematopoetiques; en canvi GATA4, GATA5 i GATAG6
s’expressen en teixits derivats de mesoderm i endoderm, com soén cor, fetge,

pulmé, gonades i intesti*?®.

Tenint en compte que la present tesi esta emmarcada dins d'un context
cardiac, aquest apartat esta dedicat principalment als factors GATA4, GATAS |
GATA6. D’ara endavant, aquests tres FT s’anomenen factors GATA

cardiacs.
7.1. Estructura

Els factors GATA es caracteritzen per tenir un domini d’'uni6 al DNA i
d’interaccid proteina-proteina format per dos motius dit de zinc (N-Zn i C-Zn,
segons si correspon al motiu més proper a I'extrem N-terminal o C-terminal,
respectivament). La sequéencia dels dos motius és Cys-X,-Cys-X;7-Cys-X,-
Cys, essent X qualsevol aminoacid. A més, cadascun dels motius dits de zinc
conté una regié basica adjacent rica en aminoacids lisina (Figura 17)*°. La
regié basica adjacent del C-Zn conté més lisines que la de I'N-Zn i comprén
també una seqiiéncia de localitzacié6 nuclear’*®. En la regi6 N-terminal, els
factors GATA contenen un o dos dominis d’activacio transcripcional, que sén

necessaris per a la funcié activadora de la transcripcié dels seus gens
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diana®™’. Basant-se en un estudi realitzat en una proteina GATA truncada, es
va observar que sense la regié6 N-terminal es dona igualment una lleugera
activacio transcripcional, fet que suggereix que la regié C-terminal podria

també contenir algun domini amb una débil activitat transcripcional*?.

El domini d'unié al DNA i d’interaccié proteina-proteina esta molt conservat
entre els diferents factors GATA, els quals comparteixen un 75% de la
sequéncia d'aminoacids (Figura 18A). Entre els factors GATA cardiacs
(GATA4, GATAS i GATAS) la similitud d’aquest domini és del 85%™*. Pel que
fa a la resta de regions, I'homologia entre els factors GATA cardiacs és
substancialment inferior, d’'un 45% en el domini N-terminal i un 35% en el
domini C-terminal. En general, cadascuna dels factors GATA cardiacs esta
altament conservat entre espécies, i el domini d’'uni6 al DNA i d’interaccio

proteina-proteina és el més conservat (Figura 18B)"%% 1%,

Figura 17. Estructura dels FT GATA. A l'esquerra, estructura general dels FT GATA. DAT:
domini d’activacié transcripcional; N-Zn: dit de zinc N-terminal; C-Zn: dit de zinc C-terminal;
RB: regi6 basica; NLS: lloc de localitzacié nuclear. A la dreta, estructura d'un motiu dit de

zinc, on el zinc s’uneix a quatre residus de cisteines. Adaptades de Aronson et al 2014"%°.
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Conservacio respecte GATA4 de ratoli

—— GATA4 rata 95%

—— GATA4 huma  90%

—— GATA4 gallina  69%

Conservacio respecte GATAS de ratoli

——— GATADS rata 95%

— GATAS huma  89%

—— GATAS gallina  77%

Conservacio respecte GATAG de ratoli

— GATAG rata 95%

— GATAG6 gallina  62%

Figura 18. Conservacio dels factors GATA. A. Conservacio de I'estructura primaria entre
els factors GATA1-6. S’indica la regié del domini d'unié al DNA, la qual és la regi6 més
conservada entre els factors GATA. Adaptada de Zhou et al 2012™*. B. Conservaci6 dels
factors GATA cardiacs entre diferents espécies. Es mostra el percentatge de conservacié de

la sequiéncia d’aminoacids respecte a ratoli. Adaptada de Charron i Nemer 1999,
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Els factors GATA s’uneixen al DNA amb elevada afinitat als llocs d’'uni6 GATA
(o motius GATA), els quals tenen la sequencia consens WGATAR (W=A/T,
R=A/G)'*. El motiu C-Zn i la seva regi6 basica adjacent sén necessaris i
suficients perqué els factors GATA puguin unir-se al DNA. Variants genéetiques
en el motiu C-Zn impedeixen la unio del factor GATA al DNA, mentre que en
abséncia del motiu N-Zn es doéna igualment la uni6***. El motiu N-Zn
estabilitza les interaccions DNA-proteina i també participa en interaccions
proteina-proteina. En alguns casos el motiu N-Zn es pot unir al DNA de
manera independent, tot i que té preferencia per sequéncies lleugerament
diferents (GATC, GATG i GATT), i normalment 'afinitat al DNA sol ser menor

que amb el C-zn** 137,

La cristal-litzacio del complex GATA3-DNA ha permes coneixer millor els
mecanismes d’'unio dels factors GATA al DNA. S’ha pogut observar que en
zones del DNA amb dos motius GATA molt propers, com per exemple el motiu
GATA palindromic que es troba en alguns promotors ATC(A/T)GATAAG,
ambdos motius N-Zn i C-Zn es poden unir al DNA, i donar lloc a un complex
proteina-DNA units d’alta afinitat. En el cas que les dues seqiencies GATA es
trobin més separades entre elles i sigui impossible que una mateixa proteina
GATA s’uneixi simultaniament als dos llocs d’'unio, es formen homodimers
entre dues moléecules GATA. En aquests estudis també es va observar que
cadascun dels motius dits de zinc d’'una proteina GATA es pot unir a motius
GATA que es troben en molécules de DNA diferents, i aixi formar un loop

134, 135, 137

entre dos fragments de DNA separat . Aguest Ultim mecanisme

estaria d’acord amb la preséncia de motius GATA en regions allunyades dels

gens que regulen.
7.2. Expressio

Els factors GATA cardiacs s’expressen molt aviat en I'embriogenesi. En els

progenitors cardiacs ja s’observa expressié dels tres factors GATA cardiacs, i
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és GATA4 el més abundant i el que s’expressa de manera més primerenca™*.
En general, pero, tots tres comparteixen perfils d’expressié bastant similars
durant tot el desenvolupament cardiac. En I'embrio, GATA4 i GATA6 es
troben tant a 'endocardi com al miocardi, i la seva expressié continua essent
abundant en les cél-lules cardiaques adultes. GATAS es troba tant a miocardi
com a endocardi, depenent de I'etapa embrionaria, tot i que la seva expressio
és més abundant a les cél-lules de I'endocardi'®. Existeix perd certa
controvérsia respecte a I'expressi6 de GATA5 durant I'etapa postnatal®.
Alguns autors han reportat que els nivells de GATA5 soOn ja indetectables
després del naixement, mentre que altres han descrit expressio de GATAS en
el cor adult™” '*°. Entre els estudis que apunten expressi6 de GATA5 en
I'adult tampoc esta clar si la seva localitzacio esta restringida a endocardi o es

troba també a miocardi.

Una gran nombre de gens cardiacs que s’expressen durant el
desenvolupament cardiac o en l'adult contenen elements reguladors amb
motius GATA. Aix0 evidencia la importancia dels factors GATA cardiacs en la
regulacié de I'expressio genica en el cor. La similitud en patrons d’expressio
ha dificultat molt la caracteritzacio de les funcions individuals de cadascun
dels factors GATA cardiacs. A més, el fet que entre ells puguin tenir funcions
redundants encara ha complicat més aquesta caracteritzacié. No obstant aixo,
alguns estudis han suggerit que existeixen certes diferéncies en el seu patr6
d’expressid espaial i temporal, i que per tant cadascun d’aquests factors és

necessari en diferents etapes de la cardiogénesi'** %2,

7.3. Funcio

7.3.1. Funcio dels factors GATA cardiacs en el desenvolupament cardiac

La majoria d’evidencies publicades sobre la funcié dels factors GATA
cardiacs, es basen en estudis a nivell del desenvolupament cardiac en

'embrié, en canvi, les seves funcions en etapes postnatals son menys
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estudiades. Tot i aix0 diversos estudis s’han centrat en examinar la implicacio
dels factors GATA cardiacs, en especial GATA4, en la hipertrofia cardiaca en
I'adult.

Durant la cardiogenesi, GATA4 té una gran importancia en el procés de
diferenciacid dels cardiomiocits. Aquesta funcié de GATA4 es va descriure
utilitzant la linia cel-lular embrionaria P19 (cél-lules derivades d'un
teratocarcinoma d’embrions de rata). En concret, es va observar que la
diferenciacio de les cel-lules P19 a cardiomiocits estava inhibida en condicions
de silenciament de GATA4, a més de produir-se un augment d’apoptosis. En
canvi, la sobreexpressi6 de GATA4 donava lloc a una induccié de la
diferenciaci6 a cél-lules cardiaques'*®. De forma similar, la sobreexpressio de
GATA4 en embrions de Xenopus causava un augment dels marcadors de
diferenciacié cardiaca i, inclis, una induccié ectopica de cardiomiocits*** **>.
Curiosament, tot i que els embrions de ratoli knockdown homozigots de
GATA4 (GATA4™) moren entre la setmana E8.5 i E10.5, la majoria d’animals
tenen una diferenciacié del miocardi aparentment normal, una dada que
sembla contradictoria amb el fet que GATA4 sigui clau per a la diferenciacio
de les cél-lules cardiaques™® **°. En aquests ratolins knockdown, I'abséncia
de GATA4 era compensada per un increment dels nivells endogens de la
proteina GATASG, i aix0 déna suport a la idea que GATA4 i GATAG tindrien

funcions redundants en la diferenciacio cel-lular.

GATAS5 és una proteina fonamental en la regulacié de I'expressié génica
durant la cardiogénesi. Actua sobretot en la formacio de I'endocardi, on és
necessaria per a la diferenciacié6 dels progenitors cardiacs a cel-lules
endotelials. D’acord amb aquesta funcid, la inhibici6 de GATAS en ceél-lules
progenitores cardiaques, utilitzant un cDNA antisentit de GATADb, resulta en
una reduccié dels marcadors de diferenciacié endocardials™*’. La diferenciacio
de I'endocardi dona lloc a la formacié de les valvules del cor; és per aixo que

els defectes en la proteina GATAS estan associats amb malalties cardiaques
65



Introduccioé

congeénites caracteritzades per unes malformacions de les valvules durant el
desenvolupament. Tot i el paper clau de GATAS en el desenvolupament del
cor, en un estudi es va observar que ratolins knockout per GATA5 (GATA5")
eren viables i no mostraven problemes en el desenvolupament cardiac'*.
Posteriorment, es va poder demostrar que aquests ratolins presentaven un
augment dels nivells dmRNA de GATA4 i, en menor proporcio, de GATASG,
evidenciant I'efecte redundant entre els factors GATA cardiacs'®. En aquest
mateix estudi es va observar que els ratolins deficients de GATAS i
heterozigots per GATA4 (GATA5" GATA4") morien a causa d'un
desenvolupament incomplet del teixit cardiac. Tenint en compte que els
ratolins GATA4"" sén viables, aquests resultats mostren la importancia de
GATA5 en el desenvolupament cardiac. D’'acord amb aquests estudis
descrits, variants genétiques de GATA5 en zebrafish mostraven una
disminucié de marcadors cardiacs, mentre que la sobreexpressio de GATAS

induia expressid ectopica de gens del cor en teixits no cardiacs.

Els ratolins knockout per GATA6 moren abans de la formacio del cor a causa
de defectes en la funcid6 de I'endoderm visceral i en el desenvolupament
extraembrionari, fet que ha dificultat el seu estudi durant el desenvolupament
cardiac'®. Tot i aix0, hi ha estudis que demostren la importancia de GATA6
en la cardiogenesi. Un exemple son els experiments de knockdown de
GATAG6, mitjancant oligonucleotids antisentit, en embrions de Xenopus i
zebrafish, en que s’observa una inhibicié de la cardiogénesi. Aquest defecte
és degut al fet que una deficiencia de GATA6 impedeix I'expressio de gens
com ara BMP-4 i NKX2.5, els quals s6n necessaris per a la maduracio de les
capes embrionaries endoderm i mesoderm -que son les que formaran el teixit
cardiac durant la gastrula’®. Un altre estudi en embrions de Xenopus van
mostrar una disminucié de I'expressid de GATA6 (perd no de GATA4 i
GATADbL) quan els progenitors cardiacs comencen a diferenciar-se i a donar

lloc als cardiomiocits madurs. En aquesta mateixa linia, un augment de
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I'expressio de GATAG6 retarda l'inici de la diferenciacido dels precursors
cardiacs™!. Aquests resultats suggereixen que GATA6 seria necessari per a
mantenir els precursors cardiacs en un estat progenitor i proliferatiu, mentre
gue per a la seva diferenciacié hi participarien GATA4 i GATAS. D’altra banda,
els embrions derivats de cel-lules mares deficients de GATA6 presenten
nivells baixos de GATA4, la qual cosa suggereix que GATAG6 podria estar

regulant 'expressié de GATA4 durant la diferenciacié embrionaria™®?.

7.3.2. Funcié dels factors GATA cardiacs en el desenvolupament de la

hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca es defineix macroscopicament com un increment del
gruix de la paret i/o del septe interventricular. A nivell cel-lular es caracteritza
per un augment de la mida dels cardiomiocits (perd0 no en nombre), un
augment de la sintesi proteica i un canvi en I'organitzacié dels sarcomers. La
hipertrofia cardiaca té lloc a causa d’'un estrés cardiac, és a dir, un augment
de la demanda de treball del cor. Aquest estrés pot ser causat per una
patologia com per exemple la hipertensié, la malaltia valvular, l'infart de
miocardi o la cardiomiopatia, o bé per altres factors com I'entrenament fisic
intens o I'edat avancada. En aquestes circumstancies s’activen uns estimuls
hipertrofics (mecanics i/o neurohormonals) que indueixen a un increment de la
massa ventricular que permeti optimitzar la funcié de la bomba cardiaca i, per
tant, tolerar millor I'estrés cardiac. Encara que en etapes inicials es considera
un mecanisme compensatori, la hipertrofia cardiaca prolongada és un factor

de risc important de la insuficiéncia cardiaca’®>.

Els estimuls hipertrofics mecanics estan produits per un estirament fisic dels
cardiomiocits, el qual és suficient per induir un fenotip d’hipertrofia, inclis en
abséncia d’estimulacié neruohormonal. Els estimuls neurohormonals poden
ser factors de creixement (factor de creixement transformant tipus 3, TGFp;

factor de creixement fibroblastic, FGF; factor de creixement analeg a la
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insulina, IGF; entre d’altres), els quals activen els receptors de membrana
tipus tirosina quinasa. Un altre grup d’estimuls neurohormonals sén els que
provoquen una activacié de receptors acoblats a proteines G (receptors -
adreneérgics, receptors AT-1 d’angiotensina i el receptor ET per endotelina-1).
Els estimuls hipertrofics donen lloc a una activacio simultania de diverses vies
de senyalitzacio intracel-lulars (activaci6 de la mitogen-activated protein
kinase o MAPK, la fosfolipasa C, el fosfoinositol 3-quinasa i I'adenilat ciclasa),
gue convergeixen en una gran activacié de FT cardiacs en el nucli. Entre
aquests FT, GATA4 és un dels més importants, tot i que també s’ha observat
gue hi participen GATAS5, GATA6, NKX2.5, MEF2, HAND, entre d’altres.
Aquests FT indueixen una reactivacio de I'expressio de gens implicats en el
desenvolupament embrionari. Per tant, la hipertrofia cardiaca es considera un
desordre de la transcripcio cardiaca caracteritzat per una re-activacio del

programa fetal cardiac en etapes adultes (Figura 19)*°.

Els canvis d’expressié génica que tenen lloc en la hipertrofia, a part de produir
un augment de mida dels cardiomiocits, també eviten que aquestes cel-lules
entrin en un procés d’apoptosi®* ***. Diversos estudis donen suport a aquesta
observacié i a la importancia de GATA4 en el procés d'hipertrofia. Per
exemple, s’ha observat que quan s’estimula I'apoptosi de cardiomiocits, amb
un farmac cardiotoxic, disminueix I'expressié de GATA4. En un altre estudi es
va demostrar que cardiomiocits de ratoli knockout per GATA4 no poden
hipertrofiar-se en condicions d'estrés cardiac i consequentment tenen un
augment d’apoptosis'®®. De forma contraria, la sobreexpressié6 de GATA4 en

cardiomiocits indueix hipertrofia cardiaca’®
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Figura 19. Vies de senyalitzacio activades en el procés de la hipertrofia cardiaca. Els
estimuls hipertrofics estimulen una cascada de vies de senyalitzacio intracel-lulars
mitjancant I'activacié dels receptors de membrana tipus tirosina quinasa (RTK) i receptors
acoblats a proteines G (GPCR). Finalment, s’activen mdltiples FT que donen lloc a una
expressié de gens implicats en el desenvolupament de la hipertrofia. Adaptada de Kohli
2011>*.

7.4. Interaccions dels factors GATA cardiacs

Els factors GATA cardiacs s’associen sovint amb altres proteines per tal de
regular de manera sinergica la transcripcié de gens cardiacs. Els dos motius
dits de zinc participen en aquests tipus d’interaccions entre proteines™’. Aixi,
variants genétiques en aquests dominis podrien afectar les interaccions dels
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factors GATA cardiacs, donant lloc a alteracions en I'expressio de gens

especifics i a malalties cardiaques.
» [nteraccions entre factors GATA cardiacs:

La formacié d’homodimers i heterodimers entre factors GATA cardiacs €s un
mecanisme conegut. GATA4 i GATAG interactuen per a activar importants
promotors de gens cardiacs durant les etapes postnatals, com soén: la
troponina C cardiaca, el péptid natriuretic auricular (ANP), el péptid natriurétic
tipus B (BNP) i la cadena pesada de la o i la p-miosina (a-MHC i -MHC)*’.
De manera similar s’ha observat també que GATA4 i GATAS cooperen en la

formacio del septe auriculoventricular durant la cardiogénesi**.
» [nteraccié amb NKX2.5:

La interaccio d’'NKX2.5 amb el motiu C-Zn de GATA4 dbona lloc a una activacié
sinérgica de determinats promotors durant la cardiogenesi, com és el cas del
promotor d’ANP**?, Aquesta interaccid, descrita originalment en experiments
de sobreexpressio, ha estat demostrada per experiments de ChlP-seq en
cél-lules cardiagues HL-1 (cardiomiocits d’auricula de ratoli), on s’observa
uni6 d’NKX2.5 en les regions ocupades per GATA4'®. GATAS5, perd no
GATAG, pot substituir GATA4 en aquesta interaccid, suggerint que existeix
certa especificitat de NKX2.5 pels factors GATA durant el

111

desenvolupament™". Sembla que el sinergisme produit per la interaccio

GATA-NKX2.5 és un mecanisme conservat evolutivament.
= |nteraccido amb SRF i MEF2:

Els FT MEF2 i SRF contenen un domini d'uni6 al DNA anomenat MADS el
gual pot interaccionar també amb el motiu C-Zn de GATA4. En experiments in
vitro s’ha demostrat que GATA4 i SRF aixi com també GATA4 i MEF2 activen

158, 159

de manera sinérgica la transcripcié de gens cardiacs . L’activacié de

GATA4 i SRF és més eficient quan s’associen amb NKX2.5. GATAG, pero no
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GATADb, pot substituir GATA4 en la interacci6 amb MEF2. Aquest efecte

sinergic sobre la transcripcié de gens cardiacs no s’ha demostrat in vivo.
» Interaccié amb TBX5

TBX5 forma part de la familia de proteines anomenada T-Box. Els membres
de la familia TBX (TBX1, TBX2, TBX3, TBX5, TBX18 i TBX20) es
caracteritzen per tenir una regio conservada de 180 aminoacids anomenada
T-box. Els ratolins doble heterozigots per GATA4" i TBX5" presenten
defectes cardiacs més severs que els ratolins heterozigots simples, suggerint
una interaccié genética entre GATA4 i TBX5'®. La interacci6 entre aquests
dos FT és important en les cél-lules endocardials per a produir la septacio
auricular’®. GATA4 i TBX5 també interaccionen en un enhancer de la
connexina 30.2 per a donar lloc a una correcta expressio del sistema de

conduccié cardiac®?.

La formacié de complexos multiproteics entre GATA4, NKX2.5 i TBX5 és un
mecanisme bastant comu en la regulacioé de diversos gens cardiacs durant el
desenvolupament cardiac. TBX20 interacciona també amb GATA4 o GATAS |
NKX2.5. TBX20 té més preferéncia per GATAS que per GATA4, la qual cosa
demostra que hi ha diferéncies funcionals entre membres de la familia GATA.
En I'endocardi, on I'expressido de GATA5 és abundant, el complex format per
TBX20, NKX2.5 i GATAS5 és important per a regular el desenvolupament

endocardial**’.

= |nteraccido amb FOG-2

La proteina FOG-2 (Friend of GATA-2) s’expressa majoritariament en teixits
derivats de mesoderm i endoderm, igual que els factors GATA cardiacs. FOG-
2 no té domini d’'unié al DNA, sind que normalment s’associa amb altres FT,
principalment amb els factors GATA'. De fet, experiments de ChIP-seq en

cél-lules HL-1 han demostrat que la majoria de llocs d'uni6 de FOG-2
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coincideixen amb els llocs d’unié de GATA4™!. La interacci6 GATA4-FOG-2
pot donar lloc a una activacio o repressié dels promotors regulats per GATA4,
depenent del gen i del tipus cel-lular. La repressio és deguda al fet que FOG-2

pot competir amb GATA4 per la interaccié amb el coactivador p300.

7.5. Regulaci6 dels factors GATA per modificacions

posttraduccionals

Els factors GATA cardiacs també interaccionen amb coactivadors i
corepressors, gue sovint sdn enzims que modulen la funci6 dels factors GATA
introduint modificacions posttraduccionals. Les modificacions
posttraduccionals més estudiades sén les de GATA4, gue s’exposen a

continuacio (Figura 20):
= Acetilacid/desacetilacio de GATA4:

L’activitat transcripcional de GATA4 esta regulada per un balang d’acetilacio i
desacetilacié. La forma acetilada de GATA4 presenta una major afinitat d’'unio
al DNA i un augment de I'activitat transcripcional. L'acetiltransferasa p300 és
I'encarregada d’acetilar GATA4, i actua com a coactivador de GATA4. En
I'dnic estudi en qué s’han examinat les dianes d’acetilaci6 de GATA4 es van
descriure quatre lisines (K311, K318, K320 i K322), situades a la regio basica

del motiu C-Zn de GATA4, com els residus acetilats per p300*®*,

La sobreexpressio de p300 en ratolins indueix l'acetilaci6 de GATAA4.
Consequentment, s’observa un augment de [Iactivitat transcripcional de
GATA4 que déna lloc a hipertrofia cardiaca en els ratolins®®. En canvi, els
ratolins deficients en p300 tenen defectes en el desenvolupament cardiac,

similars als observats en condicions de déficit de GATAA4.

p300 pot interaccionar amb qualsevol dels dos motius de Zn de la proteina

GATAA4. La regi6 de p300 que participa en aquesta interaccio €s una zona rica
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en aminoacids cisteina i histidina, concretament de I'aminoacid 1.587 al
1.817'%. La quinasa Cdk9 també interacciona amb el complex p300-GATA4,
provocant la fosforilacié de p300, necessaria per tal que aquest pugui acetilar
GATA4'® S’ha observat que GATA5 també pot interaccionar amb p300°%’.

GATA4 i p300 interaccionen i coregulen multiples gens cardiacs en ratolins.
De fet, un 80% de les regions del DNA enriquides en p300 estan també

ocupades per GATA4'®

. Estudis recents de ChIP-seq han proposat un
mecanisme pel qual GATA4 i p300 activen la transcripcié. Aquest mecanisme
es basa en el fet que GATAA4 recluta p300 a les regions reguladores dels seus
gens diana, i p300 promou l'acetilacié de la histona H3K27, afavorint aixi

I'activacio transcripcional d’aquests gens'®’.

A part d’acetilar GATA4, p300 també participa en la regulacié de I'expressié
de GATAA4. Aixi s’ha observat que durant la diferenciacié de cél-lules mares
embrionaries a cardiomiocits, p300 s’uneix al promotor de GATA4 i n'estimula
la seva expressio™®®. També s’ha observat que durant la diferenciacio dels
cardiomiocits augmenten els nivells de p300 i consequientment també els de
GATA4 acetilat™.

Els nivells d’acetilacié6 de GATA estan regulats per un equilibri entre I'activitat
de p300 i lactivitat desacetilasa d’'HDAC2. Experiments realitzats en cors de
ratoli han demostrat la interaccido entre HDAC2 i GATA4, una interaccié que
esta estabilitzada per la proteina HOPX, la qual s’expressa Unicament en
cardiomiocits. Una inhibici6 ’HOPX i HDAC2 causa importants malformacions
cardiaques i una excessiva proliferacié dels cardiomiocits, a causa d'una
hiperacetilacié de GATA4%,

= Fosforilacio de GATA4;

GATAA4 és fosforilada a les serines 105 i 261 (S105 i S261) per Erk1/2 i PKA,

respectivament. La fosforilaci6 de GATA4 augmenta la seva afinitat d’'unio al
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1% La fosforilacid de la S105 és

DNA i la seva activitat transcripciona
necessaria per al desenvolupament de la hipertrofia cardiaca. Els ratolins amb
la S105 de GATA4 mutada no desenvolupen hipertrofia cardiaca en resposta
a un estrés cardiac provocat per una constriccié de l'aorta transversa; com a
conseqiiéncia, sbn més susceptibles a patir una insuficiéncia cardiaca'™. La
fenilefrina, que és un inductor de la hipertrofia cardiaca, indueix la fosforilacio
de la S105. La funcié de la S261 fosforilada és encara desconeguda a nivell
cardiac, tot i que s’ha descrit que en cél-lules gonadals indueix un augment de
la interaccio entre GATA4 i p300. Fins al moment, no s’han identificat les

fosfatases encarregades de la desfosforilacio de GATAA4.
» Metilacio de lisines i arginines de GATA4:

El complex histona metiltransferasa PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2)
metila la lisina K299 de GATA4'?. D’altra banda, la metiltransferasa PRMT5
interacciona amb GATA4 i metila les arginines R229, R265 i R317'"°. La
metilacié de GATA4 en els residus K299 o R317 bloqueja 'acetilacio per part
de p300 i per tant redueix la seva activitat transcripcional. D’acord amb
aquesta funcié inhibidora de GATA4, la sobreexpressi6 de PRMT5 en
condicions d’induccié d’hipertrofia cardiaca (tractament amb fenilefrina)
inhibeix l'acetilaci6 de GATA4 i la hipertrofia. De forma contraria, en
condicions de knockdown de PRMT5 ['activitat transcripcional de GATA4

augmenta i s'indueix la hipertrofia cardiaca.
=  Sumoilacio:

GATA4 es pot sumoilar a la lisina K366 unint-se de manera covalent a la
proteina SUMO-1. Aquest proceés té lloc en diverses etapes en qué intervenen
diferents enzims. En un primer pas, una proteasa talla els 4 Ultims aminoacids
de la proteina SUMO-1, per tal de generar un extrem C-terminal acabat amb
dos residus de glicina. A continuacio té lloc la fase d’activaci6 de SUMO-1

catalitzada per I'enzim E1, que és un heterodimer format per SAE1/SAE2. Per
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a l'activacio, es forma un enllag tioéster entre la cisteina de SAE2 i la glicina
de l'extrem C-terminal de SUMO-1. Seguidament, té lloc la fase de
conjugacié, en queé la proteina SUMO-1 és transferida de I'enzim E1 a I'E2,
anomenat Ubc9, formant també un enllag tioester. La lligacio és I'tltima fase,
en qué intervé I'enzim lligasa E3, anomenat PIAS1. Aquest enzim transfereix
la proteina SUMO-1 de I'E2 a la lisina K366 de GATAA4.

La sumoilacié de GATA4 s’ha associat amb un augmenta de la seva activitat
transcripcional. També s’ha suggerit que la sumoilaci6 de GATA4 modula la
seva localitzacio nuclear, ja que quan la lisina K366 esta mutada augmenten

els nivells de GATAA4 en el citoplasma'™,

Figura 20. Modificacions posttraduccionals de GATA4. Esquema de la proteina GATA4
on es mostren els residus que sén modificats posttraduccionalment, i entre paréntesi, I'enzim

responsable de catalitzar la modificaci6. Adaptada de Pikkarainen et al 2004’
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8. Mecanismes de regulacidé de I'expressio del gen
SCN5A

8.1. Alteracions en I'expressio d’'SCN5A com a causants

d’aritmies cardiaques

Tradicionalment, la majoria d’analisis genétiques en pacients amb malalties
aritmogéeniques s’han realitzat en exons, ja que durant molt de temps es va
assumir gue nomeés les alteracions genétiques en les regions codificants
podien tenir un efecte clinic. No obstant aixo, estudis recents han emfatitzat la
importancia de les variants genetigues en regions reguladores no
codificants com a causants de fenotips patologics. D’entre aquests estudis,
caldria destacar el de Maurano i col-laboradors, els quals van analitzar les
dades de 920 estudis de GWAS associats a mdultiples malalties humanes
(cancer, diabetis, malalties autoimmunes, malalties cardiovasculars,...)!”. Van
observar que només un 4,9% de les variants genetiques associades a
malalties es localitzen en regions codificants, mentre la resta es troben en
regions reguladores no codificants (majoritariament en introns, seguits de

promotors i regions entre una quilobase i una megabase a 5’ de l'inici del

gen).

En el camp de les malalties cardiaques, cada vegada hi ha també més
evidencies del paper que tenen les variants en regions no exoniques com a
possible causa d’aquestes malalties. Per exemple, en un estudi realitzat a
partir de 503 pacients amb SBr, es van identificar 5 variants al promotor
d’SCN5A associades amb una disminucié de I'activitat del promotor, suggerint
que podrien causar una reduccié de I'expressio del gen SCN5A'®. En un altre
estudi geneétic realitzat en pacients amb SBr van identificar dotze noves

variants genetiques localitzades en introns del gen SCN5A que no eren
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presents en la poblacié general'’’. En aquesta mateixa linia, en individus amb
la SQTL3 es va identificar una nova variant genetica en una regio intronica del
gen SCN5A localitzada en una posicié d’splicing'’®. Aquesta variant genética
podria donar lloc a un procés d’splicing defectuds i, per tant, a una proteina
alterada. No obstant aix0, fan falta estudis per avaluar I'impacte que tenen les
variants en regions reguladores (no codificants) sobre la regulaciéo de
I'expressio de gens que codifiquen per canals ionics cardiacs, com a possible

causa de canalopaties cardiaques.

Hi ha diverses evidéncies que proposen que alteracions en els mecanismes
gue regulen l'expressio del gen SCN5A poden donar lloc a canalopaties
associades amb alteracions del corrent de Na’'. A continuacié es descriuen

alguns estudis en que recolzen aguestes evidéencies:

(1) Estudi de Leoni i col-laboradors'™. Pacients amb variants al gen
SCNb5A de tipus peéerdua de funcié (associades amb SBr i SPCC)

presenten un ampli espectre de manifestacions fenotipiques pel que fa

els defectes en el sistema de conduccioé cardiaca. Per tal d’analitzar
aquesta heterogeneitat en els fenotips, Leoni et al van estudiar ratolins
heterozigots SCN5A*". Aquests ratolins SCN5A"" presentaven una
disminucio en la conducci6 eléctrica cardiaca similar a la dels pacients
amb mutacions a SCN5A del tipus perdua de funcio. Els ECG realitzats
als ratolins van mostrar que hi havia diferents graus de severitat dels
defectes en la conduccié electrica, és a dir, existia una variabilitat
important en el fenotip dels animals. L’analisi dels nivells d’expressié del
canal Nayl.5 va demostrar que hi havia una correlacié entre la severitat
fenotipica dels ratolins i els nivells d’expressiéo del canal Nayl1.5. Els
ratolins amb un fenotip més sever corresponien als que tenien una
reduccié de I'expressioé del canal Nayl1.5 d’'un 50% respecte al salvatge
o wild type (WT). En canvi, els ratolins amb un fenotip més lleu tenien

una reduccié del 25%. Estudis electrofisiologics van demostrar també
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que la reduccio del corrent de Na* era més important en els ratolins amb
un fenotip més sever. En resum, els resultats d’aquest estudi
suggereixen que el patré6 dexpressio del gen SCN5SA determina la

severitat dels pacients amb SBr o SPCC.

(2) Estudi de Bezzina i col-laboradors'®. En un estudi realitzat en
individus de la poblacié asiatica, es va analitzar la regié del promotor
d’SCN5A per tal d’identificar possibles polimorfismes moduladors de la
funcié del sistema cardiac de conduccid. Aquest estudi va identificar dos
haplotips al promotor d’'SCN5A: I'haplotip A, que contenia els al-lels
comuns i es trobava amb una frequéncia del 75%; i I'haplotip B, que
contenia els al-lels minoritaris i la seva frequéncia era del 25%.
L’haplotip B contenia 6 polimorfismes en homozigosi i en complet
desequilibri de lligament. Assajos luciferasa realitzats en cardiomiocits
de rata van demostrar que l'activitat del promotor d’'SCN5A amb
I'haplotip B era un 62% menor que l'activitat amb I'haplotip A. D’altra
banda, es va observar que individus portadors de I'haplotip B, pero no
de I'naplotip A, presentaven un allargament dels intervals PR i QRS en
'ECG, no observats en individus amb I'haplotip A. Aquestes dades
suggereixen que variacions genetigues en el promotor d’'SCN5A poden
afectar I'expressié del gen, i com a consequeéncia, donar lloc a canvis en

I'activitat eléctrica i conferir susceptibilitat a patir aritmies cardiaques.

(3) Estudi de van den Boogaard i col-laboradors'®* **. En els darrers

anys s’han realitzat nombrosos estudis de GWAS per identificar
polimorfismes associats a alteracions en I'ECG. En un d’aquests estudis
es va identificar un polimorfisme (rs6801957) al gen SCN10A associat a
alteracions en el sistema de conducci6 cardiac (allargament de I'interval
QRS) i que predisposa a patir aritmies cardiaques'®. Aquest
polimorfisme es localitza en una regié enhancer que modula I'expressio

del gen SCNB5A, i és un lloc d'unié dels FT TBX3 i TBX5. Van den
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Boogaard et al van observar que com a conseqiencia del polimorfisme,
la sequencia del DNA a on s’uneixen TBX3 i TBX5 queda alterada i no
és possible la uni6. El resultat final és una desregulacié del promotor
d’SCN5A que provoca una disminucié de I'expressio del canal Nay1.5.
Aquestes dades suggereixen que una pertorbacié en els mecanismes
que regulen I'expressié del gen SCN5A pot ser una causa de les

alteracions eléctriques en el cor.

Els resultats dels tres estudis mencionats suggereixen que alteracions en
I'expressio del gen SCN5A podrien explicar I'etiologia d’'una part dels casos de
SBr i SQTL que després de les analisis genétiques de les regions codificants
no se’ls ha identificat cap variant genetica causal de la malaltia. Per tant,
entendre els mecanismes de regulacido del gen SCN5A és clau per poder

revelar noves causes d’aquestes malalties cardiaques.
8.2. Regulaci6 transcripcional del gen SCN5A

Tot i el paper clau del canal Nayl.5 en lactivitat electrica del cor, els
mecanismes que regulen I'expressio del gen SCN5A han estat molt poc
estudiats. En I'apartat anterior s’han descrit tres evidencies que donen suport
a la necessitat de conéixer aquests mecanismes, ja que una alteracié dels

nivells d’expressio d’'SCN5A pot donar lloc a aritmies cardiaques.

El gen SCN5A huma presenta un 99% d’homologia amb el de ratoli i rata. En
les tres espécies aquest gen conté 28 exons, dels quals I'ex6 1 no és una
regio codificant. La regié promotora de 'SCN5A huma es va caracteritzar I'any
2004. En aquest estudi es va identificar el TSS del gen SCN5A, que va
permetre determinar la mida de I'ex6 1. La regié promotora es va definir entre
els nucleotids -261 i +140 respecte al nou TSS descrit. EI promotor del gen
SCNb5A es caracteritza per ser un promotor sense la caixa TATA | ric en
regions GC. Es van identificar diversos elements reguladors en cis just abans

del TSS, que també es troben en rata i ratoli (Figura 21). Entre aguests
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elements cal destacar llocs d'unié del FT Spl, el qual és un FT ubico que
s’uneix a promotors rics en GC. Uns altres elements identificats van ser quatre
regions riques en citocines homologues a les sequiéncies CACC, gue sbn
exclusives de gens musculars. També es va definir una caixa-E, que té com a
sequeéencia CANNTG (on N és qualsevol nucleotid), i s’ha proposat com un lloc
d'unié del FT Snail, el qual és un repressor transcripcional. D’acord amb
aguesta proposta, la delecié de la caixa-E esta associada a un augment de
I'expressié del canal Nay1.5 i un augment del corrent de Na®. A diferéncia del
promotor d’'SCN5A de ratoli i rata, el promotor huma consta d’'una seqtiéncia
extra d’11 pb rics en citosines (GACCCCGCCCC)"*. Aquesta seqiiéncia
podria jugar un paper en la regulacio de la transcripci6 d’'SCN5A, ja que una
mutacié d'un d’aquests nucleotids redueix [l'activitat transcripcional del
promotor. Aquesta sequéncia també s’ha identificat al promotor de la

troponina | cardiaca humana com un lloc d’unié de FT cardiacs™®°.

La comparacido dels gens SCN5A dhuma i de ratoli mitjancant eines
bioinformatiques, va permetre identificar 92 regions conservades entre
ambdues especies, que s’han plantejat com a potencials regions reguladores
del gen SCN5A™®. La majoria d’aquestes regions (un 25%) es localitzen a
I'intré 1; un 16% a 3' d’'SCN5A, des de I'acabament de I'exd 28 fins l'inici del
segient gen (EXOG); i un 13% a 5 de I'exd 1 fins a I'acabament del gen
adjacent (SCN10A). Per tant, es proposa l'intr6 1 com la zona més important
de regulacio del gen SCN5A. Algunes de les regions de I'intré 1 huma que han
estat estudiades funcionalment inclouen (Figura 21): una caixa-E que, de la
mateixa manera que al promotor, té llocs d'unié pel FT Snail, amb funcio
repressora de la transcripcié d’'SCN5A; un motiu GATA (de +542 a +545 pb
respecte al TSS), amb efecte activador de la transcripcio; i una regié amb una
important funcié activadora de la transcripcié entre els nucleotids +540 i
+613'%,
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Figura 21. Esquema del gen SCN5A huma. A la part superior es mostren els 28 exons (en
blau) i els 28 introns (en vermell) del gen SCN5A. S’indica el TSS, el cod6 d'inici de la
traduccio (ATG) i el codd Stop. A la part inferior, es mostra ampliada la regi6 de I'ex6 1 i una
part de I'intr6 1, aixi com també la regié del promotor (en lila). En gris representen regions
reguladores que s’han identificat al promotor i a I'intré 1: llocs d’'unié del FT Snail (A), llocs
d’'uni6 del FT Spl (B); seqiiéncies CACC (C); seqiieéncia rica en citosines GACCCCGCCCC
(D); lloc d’'unié GATA (E); regié amb funcié activadora (F).

El factor NF-kB també s’ha proposat com un FT implicat en la regulacié
d’SCN5A. Per una banda, experiments de ChlP-seq van mostrar que NF-kB
s’'uneix al promotor d’SCN5A en cél-lules cardiaques de rata H9¢2'®". A més,
cel-lules H9c2 tractades amb angiotensina Il van mostrar un augment de la
unié del heterodimer d’'NF-kB (p50-p65) al promotor d’'SCN5A. Aquesta unio
induta una disminucié de I'expressio del gen SCN5A i, consequentment, una
reduccié del corrent de Na'. Aquests resultats suggereixen que la implicacio
de NF-kB en les aritmies cardiagues es deu a una desregulacié del gen
SCNb5A.

Estudis recents de ChIP-seq realitzats en cor de ratoli han detectat unié dels
FT cardiacs NKX2.5, GATA4, TBX3, TBX5 i de Il'acetiltransferasa p300 en
diverses regions reguladores del gen SCN5A™® %2 En I'apartat anterior s’ha

introduit I'estudi de van den Boogaard et al, on van identificar dos enhancers
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en cor de ratoli regulats pels factors TBX3 (amb accié repressora) i TBX5
(amb acci6 activadora), que controlen I'expressio del gen SCN5A'®. Els dos
enhancers estan conservats en humans, on també estan regulats pels factors
TBX. Un d’aguests enhancers es troba en una regié no codificant del gen
SCN10A, i l'altre a 3’ del gen SCN5A. Estudis de 4C-seq, van observar que
els dos enhancers interaccionen fisicament amb els promotors d’'SCN5A i
SCN10A, indicant que regulen I'expressié d’ambdoés gens. Tot i aix0, respecte
el gen SCN10A, que es localitza adjacent al SCN5A i codifica pel canal de

sodi Nay1.8, hi ha certa controvérsia de si s’expressa al cor.

En conclusio, la majoria de les regions reguladores d’'SCN5A, que s’han predit
amb les analisis bioinformatiques de conservacio entre espécies, no tenen
una funcidé coneguda. Tot i que els estudis de ChlIP-seq, mitjancant la
identificacié dels FT que s’uneixen en regions reguladores, han ajudat a
entendre millor la funcié d’aquestes regions, encara falten més estudis per

revelar els mecanismes moleculars que controlen I'expressio del gen SCN5A.

82



83



Il. Plantejament de la
recerca, hipotesi i

objectius

84



85



Plantejament de la recerca, hipotesi i objectius

Plantejament de la recerca

Tal com s’ha comentat en la introduccio, les alteracions en el corrent de Na*
en cardiomiocits poden donar lloc a aritmies cardiaques hereditaries
associades amb MSC, com sén la SBr i la SQTL3. Els avencos en el camp de
la genetica han permes identificar causes d’aquestes malalties cardiaques;
fins al moment les variants genétiques a la regio codificant del gen SCN5A
sbén la causa més comuna. Tot i aix0, encara hi ha molts casos de SBr (70-
75%) i de SQTL (20-35%) en que l'etiologia és desconeguda. En aquest
context, s’ha plantejat la hipotesi que una alteracio de I'expressio del gen
SCNb5A podria explicar, en part, els casos d’aritmies en qué no s’ha identificat
una causa genetica. No obstant aix0, per a validar aquesta hipotesi encara fan
falta estudis a dos grans nivells:

1) Entendre els mecanismes que regulen I'expressié del gen SCN5A a
nivell transcripcional, ja que actualment sén poc coneguts. Aix0
permetra identificar possibles punts critics de la transcripcié d’'SCN5A

gque podrien estar alterats en canalopaties.

2) Analitzar les regions no codificants (possibles regions reguladores)
del gen SCN5A i d’altres gens associats a canalopaties. Actualment, el
diagnostic genetic d’aquestes malalties no inclou la sequenciacio de les
regions no codificants, sind només la dels exons d’aquests gens. No
obstant aix0, se sap que les variants genétiques en regions reguladores

(per exemple en llocs d’'unié de FT) podrien afectar I'expressio genica.

Aguesta tesi s’ha centrat sobretot en el punt 1, i s’ha proposat estudiar nous
mecanismes reguladors de la transcripcid d’'SCN5A per FT. A més, aquests
estudis permetran revelar regions reguladores del gen SCN5A on s’uneixen

els FT, fet que també permetra aportar coneixement en el punt 2.
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Plantejament de la recerca, hipotesi i objectius

En el moment que es va iniciar aquesta tesi s’havien descrit llocs d’'unio GATA
en el gen SCN5A, perdo mancava un estudi exhaustiu del possible paper dels
factors GATA cardiacs (GATA4, GATA5 i GATAG6) sobre la transcripcié
d’SCN5A. Atesa la importancia dels factors GATA cardiacs, i en particular de
GATA4, en la xarxa transcripcional cardiaca, es va plantejar que aquests

factors podrien participar en el control de I'expressio d’'SCN5A.

Hipotesi
S’ha formulat la hipotesi seglient que emmarca aquesta tesi doctoral:

Els FT GATA cardiacs (GATA4, GATA5 i GATAG) regulen la transcripci6 del

gen SCN5A en el cor huma adult.

Objectius

A partir de la hipotesi anterior s’han plantejat els objectius segients:

1. Estudiar l'efecte dels factors GATA cardiacs sobre [lactivitat del
promotor d’SCN5A en un model de cél-lules cardiaques.

2. Caracteritzar I'expressié dels factors GATA cardiacs en el cor huma
adult, tant en mRNA com en proteina. Determinar si els factors GATA
cardiacs estan implicats en la regulacié del gen SCN5A in vivo.

3. Avaluar I'efecte de I'acetilacio i desacetilacio de GATA4 sobre I'activitat
del promotor d’'SCN5A. Caracteritzar els llocs d’acetilacio de GATA4 per

espectrometria de masses.
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1. Materials

1.1. Vectors d’expressio

Els diferents vectors que es van utilitzar en aquest treball es descriuen en els

seguents apartats.

1.1.1. Vectors reporters luciferasa

Aquests vectors es van utilitzar per a clonar un fragment de DNA amb funcio

promotora en posicio 5 del DNA complementari (cDNA) d'un gen reporter.

Com a gens reporters es van utilitzar la luciferasa firefly i la luciferasa de

renilla.

pSGG-PromotorA SCN5A (PromotorA-luciferasa): conté el gen de la
luciferasa firefly controlat per la regié promotora del gen SCN5A huma
corresponent als nucleotids de -713 a +282 pb respecte al TSS (Figura
22A). D’ara endavant aquesta regio del gen SCN5A s’anomenara
PromotorA. El vector confereix resisténcia a I'ampicil-lina. Es va adquirir
a SwitchGear Genomics (Menlo Park, CA, EUA).

pGL3-PromotorB SCN5A (PromotorB-luciferasa): conté el gen de la
luciferasa firefly controlat per la regié promotora del gen SCN5A huma
corresponent als nucleotids de -260 a +612 pb respecte al TSS (Figura
22B). D’ara endavant aquesta regio del gen SCN5A s’anomenara
PromotorB. El vector confereix resistencia a I'ampicil-lina. Va ser
proporcionat pel Dr. Dan Roden (Vanderbilt University, Nashville, TN,
EUA).

pGL3-PromotorB SCN5A mutat simple: aquesta construccié és com

el PromotorB-luciferasa, pero conté un lloc d’'uni6 GATA mutat de la
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posicid +566 a la +569 (canvi de GATA a TTGC) respecte al TSS
(Figura 22B). D’ara endavant aquest lloc d’'unid s’anomenara motiu
GATA-A.

pGL3-PromotorB SCN5A mutat doble: aquesta construccio és com el
PromotorB-luciferasa, perdo conté dos llocs d'uni6 GATA mutats: el
motiu GATA-A i un altre, anomenat a partir d’ara motiu GATA-B, de la
posicié +403 a la +406 (canvi de TATC a GCAA) (Figura 22B).

pEF-la-renilla : conté el gen reporter luciferasa de renilla controlat pel
promotor del factor d’elongacié 1 huma. El vector confereix resistencia a

I'ampicil-lina. Aquest vector va ser préviament descrit'®®.

pGL3-PDX1-luciferasa (PDX1-luciferasa): conté el gen de la luciferasa
firefly controlat pel promotor del gen homeobox 1 pancreatic i duodenal
(PDX1) de ratoli corresponent als nucleotids de -1.886 a +41 pb
respecte al TSS. El vector confereix resistencia a I'ampicil-lina. Va ser

proporcionat per la Dra. Anabel Rojas (CABIMER, Sevilla, Espanya).
Vectors d’expressio de proteines

PMT2-GATA4: vector d'expressidé de la proteina GATA4 de ratoli
controlada pel promotor del virus del simi 40 (SV40). El vector confereix
resisténcia a I'ampicil-lina. Va ser proporcionat pel Dr. Jeffery Molkentin
(Cincinnati Children’s Hospital, Cincinnati, OH, EUA).

PCGN-GATA4/HA: vector d'expressio de la proteina GATA4 de ratoli.
L'expressi6 de la proteina esta controlada pel promotor del
citomegalovirus (CMV) i fusionada amb hemaglutinina (HA). El vector
confereix resistencia a I'ampicil-lina. Va ser proporcionat pel Dr.
Jonathan A. Epstein (University of Pennsylvania, Philadelphia, PA,
EUA).
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PCGN-GATA4-K326A/HA: vector d’expressio de GATA4 generat per
mutagénesi dirigida a partir del vector pPCGN-GATA4/HA. La lisina K326
de la proteina GATA4 esta mutada a alanina. El vector confereix

resisténcia a I'ampicil-lina.

PRK-GATAS: vector d'expressid de la proteina GATAS5 de ratoli
controlada pel promotor del CMV. El vector confereix resisténcia a

I'ampicil-lina. Va ser proporcionat per la Dra. Anabel Rojas.

pCMV-GATAG6/Flag: vector d’expressio de la proteina GATAG de ratoli.
GATAG esta fusionada amb un Flag i la seva expressi6 esta controlada
pel promotor del CMV. EIl vector confereix resistencia a la kanamicina.

Va ser proporcionat per la Dra. Anabel Rojas.

pcDNA3.1-HDAC1-8/Flag: es van utilitzar vuit vectors d’expressio de
les proteines HDAC 1-8 humanes fusionades amb Flag a I'extrem C-
terminal. Els vectors confereixen resisténcia a I'ampicil-lina. Van ser
proporcionats pel Dr. Eric Verdin (Gladstone Institutes, San Francisco,
CA, EUA).

pcDNAS.1-p300/Myc: vector d’expressio de la proteina p300 humana
fusionada amb Myc. El vector confereix resistencia a I'ampicil-lina. Va
ser proporcionat pel Dr. Michael Stallcup (University of South Carolina,
Columbia, SC, EUA).

pcDNA 3.1 (+): vector basic dissenyat per a produir alts nivells
d’expressio del fragment de cDNA clonat, gracies a la presencia del
promotor del CMV. Confereix resistencia a I'ampicil-lina. Es va utilitzar
com a vector buit en experiments de transfeccio per igualar la quantitat
total de DNA transfectat en diferents condicions. Aquest vector es va
adquirir a Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).
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Figura 22. Sequéncies del PromotorA i PromotorB d’'SCN5A. A. En gris es mostra la
regio del PromotorA (de -713 a +282 pb respecte al TSS). B. En gris es mostra la regi6é del
PromotorB (de -260 a +612 pb). En blau es marca el motiu GATA-A (de +566 a +569 pb
respecte al TSS) i en vermell el motiu GATA-B (de +403 a +406 pb). Les fletxes indiquen el
TSS del gen SCN5A.

95



Materials i métodes

1.2. Encebadors

En aquesta tesi es van utilitzar encebadors per la Reaccié en Cadena de la
Polimerasa (PCR) en les diferents tecniques: mutagénesi dirigida, analisi dels
niells dmRNA, assajos d'immunoprecipitacié de cromatina (ChlIP) i assajos

d'immunoprecipitacié de cromatina sequencial (Re-ChlP).
1.2.1. Encebadors per a mutagénesi dirigida

El encebadors per a realitzar mutagénesi dirigida es van dissenyar amb el
programa QuikChange Primer Design (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA), i es van sintetitzar a Integrated DNA Technologies (Madrid, Espanya).
Per cada mutacid6 que es volia introduir es va utilitzar una parella
d’encebadors, que contenien la mutaciod en questio i s’hibridaven a la mateixa

sequéencia de DNA pero en cadenes oposades del vector (Taula 3).

Regi6é mutada Parella d’encebadors

Motiu GATA-A del (S) 5-CTGGGATTGGGACCCGTITGCCCG
vector PromotorB- |GAGGCCGGAGACC-3
luciferasa
(AS) 5-GGTCTCCGGCCTCCGGGCAACG
GGTCCCAATCCCAG-3

Motiu GATA-B del |(S) 5-CGCCCGGCTGGAGGGGCAACCCG
vector PromotorB- [GGGGAG ACGTC-3’

luciferasa
(AS) 5-GACGTCTCCCCCGGGTTGCCCCT
CCAGCCGGGCG-3
Lisina K326 del (S) 5'-GGAAGCCCAAGAATCTGAATGCATC
vector pCGN- TAAGACACCAGCAGGT-3
GATA4/HA

(AS) 5-ACCTGCTGGTGTCTTAGATGCATT
CAGATTCTTGGGCTTCC-3’
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Taula 3. Encebadors per a mutagénesi dirigida. Sequéncies sentit (S) i antisentit (AS) de
les parelles d’encebadors emprades per a mutar els motius GATA-A i GATA-B del
PromotorB. També s’indiquen els encebadors utilitzats per mutar la lisina K326 de GATA4 a

una alanina. Els nucleodtids mutats es mostren subratllats.

1.2.2. Encebadors per a determinar els nivells d’mRNA

L’analisi dels nivells dmRNA es va fer mitjangcant PCR quantitativa a temps
real (QPCR) utilitzant el reactiu SYBR Green i encebadors previament validats
(Taula 4), a partir de mostres de cDNA.

Taula 4. Encebadors per a determinar els nivells d’'mRNA. S’indica la regié (gen) del
cDNA a on s’hibriden els encebadors, I'espécie a la qual pertany el gen i la casa comercial

on es van comprar els encebadors.
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1.2.3. Encebadors per a assajos de ChIP i Re-ChlIP

Per a l'analisi de les mostres de ChIP i Re-ChIP es van dissenyar 4 parelles
d’encebadors complementaris a diferents regions del gen SCN5A huma amb
el programa Primer 3 (versio 0.4.0) (Taula 5). Es van seleccionar encebadors
gue donaven una mida d’amplicé d’entre 50 i 150 pb, i es van sintetitzar a
Integrated DNA Technologies.

Posicio respecte al Mida amplicé Posici6 genomica Seqiiéncia
TSS P (GRCh37) q
(S) 5-GGGACTCCAGTCCTCTTTCC-3
De -8.833 a-8.772 pb |62 pb 38,700,052 - 38,699,991
(AS) 5-CCCCAGCATCCAGATTTCTA-3
(S) 5-TAAAGGCAGGATTGGGTCAC-3’
De -5.976 a -5.857 pb |120 pb 38,697,193 - 38,697,074
(AS) 5-TTTGAAGGCATGAGCAGTTG-3'
(S) 5-CCGCCTATGTCTGTCTGTCC-3
De -237 a -160 pb 78 pb 38,691,454 - 38,691,377
(AS) 5’-GCACACTCCCACACTGACC-3
(S) 5-CCCTTCCCTTCCCTTTCCTT-3
De +440 a +571 pb 132 pb 38,690,779 - 38,690,648
(AS) 5'-GGTATCCGGGTCCCAATCC-3

Taula 5. Encebadors per als assajos de ChIP i Re-ChlIP. De cada parella d’encebadors es
mostren les posicions d’inici i final respecte al TSS del gen SCN5A, la mida de I'amplic, les
posicions genomiques humanes inicial i final segons la versi6 GRCh37 i les seqleéencies
sentit (S) i antisentit (AS).

1.3. Anticossos

Els anticossos primaris i secundaris emprats en aquest treball es detallen a

les taules 6 i1 7, respectivament.
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ANticos Origen Proveidor \(numero de Aplicaci6 D|Iu0|_o o]
cataleq) quantitat

a-GATA4 Santa Cruz Biotechnology Western blot 1:200

(policlonal) Cabra (sc-1237x)

P ChIP i Re-ChiP 5 g
Western blot 1:200

a-GATAS : Santa Cruz Biotechnology .

(policlonal) Conill ( 5C-9054x) ChIP i Re-ChIP 5 ug
Immunofluorescencia|1:50

a-GATA6 Santa Cruz Biotechnology Western blot 1:200

(policlonal) Cabra (sc-7244x)

P ChiP i Re-ChIP 5 ug
Western Blot 1:1.000

a-HA ,

(monoclonal) Ratoli Abcam (ab1424)
Immunoprecipitaciéo |1:100

o-Flag . . .

Ratoli Sigma-Aldrich (F1804) Western blot 1:1.000

(monoclonal)

o-actina Conill  |Sigma-Aldrich (A2066)  |Western blot 1:2.000

(policlonal)

a-lisines . .

acetilades Conill Cell Signaling Technology Immunoprecipitacié |1:100

) (9441)
(policlonal)

Taula 6. Anticossos primaris. De cada anticos s'especifica I'origen, el proveidor i el

namero de cataleg, les técniques en qué s’ha utilitzat i la dilucié o quantitat emprada.
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Taula 7. Anticossos secundaris. De cada anticos s’especifica I'origen, el proveidor i el
namero de cataleg, les técniques en qué s’ha utilitzat i la dilucié emprada. HRP: Horseradish

Peroxidase, fa referéncia a la peroxidasa conjugada a l'anticos.

1.4. Péptids

Pels experiments d’acetilacio i desacetilacio in vitro es van dissenyar 5 péeptids
corresponents a la proteina GATA4 humana. La sequencia dels péptids
corresponia a la regid de GATA4 responsable de les interaccions DNA-
proteina i proteina-proteina, concretament a la regié basica del motiu C-Zn.
Els péptids 1, 2 i 3 contenen la sequéncia de la proteina nativa, mentre que

els peptids 4 i 5 tenen dues o tres lisines mutades a arginines (Taula 8).

Els peptids es van sintetitzar en el Departament de Proteomica de la
Universitat Pompeu Fabra (Barcelona, Espanya) utilitzant el sintetitzador de
peptids Prelude (Protein Technologies). La puresa dels péeptids sintetics es va
verificar amb I'HPLC analitic LC-2010A (Shimadzu, Kyoto, Japd), i el pes

molecular es va determinar per LC-MS amb I'equip 2010EV (Shimadzu).
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Atés que els péptids sintetics no tenien una puresa gaire elevada

(aproximadament del 70%), es van purificar amb un HPLC preparatiu. L’'analisi

posterior dels peptids purificats per HPLC analitic i per LC-MS van confirmar

un increment de puresa de fins al 90-95% (Figura 23). Finalment, es van

liofilitzar.

Peptid .POS'CEO. Sequeéncia

aminoacidica

1 295 - 308 GLYMK 50 LHGVPRPLA
2 303 - 317 VPRPLAMRK ;;EGIQTR
3 313 -334 GIQTRK 315RK 350PK 30 NLNK 556 SK 5, TPAAPS
4 313-334 GIQTR R P NLNK 3,6 SK 3, TPAAPS
5 313-334 GIQTRK313RK 3,0PK 3, NLN S TPAAPS

Taula 8. Péptids sintétics corresponents a la proteina GATA4 humana. De cada péptid

es mostren les posicions aminoacidiques inicial i final de la proteina GATA4 humana i la

seqiliéncia. En blau s’assenyalen les lisines WT i en vermell les lisines mutades a arginines, i

de cada una es mostra la posicio del residu.
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Figura 23. Analisi de la puresa dels péptids per HPLC. Cromatogrames dels péptids 1

(A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) i 5 (E) obtinguts després de la purificacié dels péptids.
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1.5. Reactius per a les reaccions d’acetilacio i desacetilacio in

Vitro

Els assajos enzimatics d’acetilacio i desacetilacié in vitro de GATA4 es van
realitzar amb els péptids sintétics descrits a I'apartat anterior. A la taula 9
s’especifiquen els enzims recombinants que es van utilitzar aixi com el

substrat per les reaccions d’acetilacio (acetil-CoA).

Proveidor
Enzim/substrat | Espéecie (namero de Quantitat
cataleg)

Taula 9. Reactius per a les reaccions d’acetilacié i desacetilacié in vitro. De cada un
dels enzims i del substrat utilitzats es mostra I'espécie, el proveidor i nimero de cataleg, i la

quantitat utilitzada en les reaccions.
1.6. Models experimentals
1.6.1. Linies cel-lulars

En els experiments realitzats en aquesta tesi es van utilitzar dues linies

cel-lulars diferents:

- Lalinia cel-lular H9c2 és un subclon derivat del clon original de ventricle
d’embrié de rata BDXI establert per Kimes i Brandt el 1976,
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- La linia cel-lular HEK293T (Human Embryonic Kidney) deriva de
cel-lules de ronyé d’embri6 huma. Expressen de manera estable
I'antigen-T SV40, el qual es pot unir a I'origen de replicacié6 SV40 dels

vectors transfectats augmentant d’aquesta manera la seva replicacio.
1.6.2. Oocits de Xenopus laevis

Els oocits utilitzats per als estudis electrofisiologics es van extreure de
Xenopus laevis (Nasco Biologicals & Educational Kits Production Facility, Fort
Atkinson, WI, USA) sota I'efecte de I'anestésia, seguint el protocol préviament

publicat™*°

. En primer lloc, les granotes es van submergir en aigua, que
contenia un 0,12 % de l'anestésic etil 3-aminobenzoat metansulfonat
(Tricaina), durant 20 minuts. Per comprovar I'exit de I'anestésia es va fer el
test de reflexos (utilitzant el reflex de la retirada del pedal). Les granotes
anestesiades es van rentar breument amb aigua i immediatament es van
posar en gel per tal d’extreure’n quirdrgicament els Iobuls ovarics. Aleshores,
els ovaris es van transferir a medi Barth lliure de calci (Taula 10). Els oocits en
estadi V i VI també es van incubar en medi Barth lliure de calci que contenia
1,2 mg/mL de col-lagenasa (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanya) durant 60-
90 minuts. A continuacio, els oocits es van rentar repetidament amb medi
Barth calci (Taula 10) que contenia 4 pg/mL de cefuroxima (Lilly, Giessen,
Alemanya), 50 unitats/mL de penicil-lina (Sigma-Aldrich, Sant Louis, MA,
EUA), 50 pug/mL d’estreptomicina (Sigma-Aldrich) i 100 pg/mL de neomicina
(Sigma-Aldrich). Finalment, els oocits es van aillar i desfol-licular

mecanicament.

Els experiments amb Xenopus laevis els va realitzar el Dr. Thomas Zimmer a
la Universitat de Jena (Jena, Alemanya). Els experiments van ser aprovats pel
govern local de [I'Estat Lliure de Turingia (Thdringer Landesamt fir

Verbraucherschutz) amb el nimero de registre 02-0.37/13 i portats a terme
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d’acord amb les guies de la Directiva 2010/63/EU del Parlament Europeu de la

proteccié d’animals usats per a proposits cientifics.

Taula 10. Solucions per a I’obtencié d'oocits de Xenopus laevis.
1.6.3. Mostres de teixit cardiac huma

Les mostres de ventricle esquerre huma adult van ser utilitzades per estudiar
I'expressio dels FT GATA cardiacs (mitjancant qPCR, ddPCR i western blot)
aixi com per als assajos de ChIP i Re-ChIP. Aquestes mostres es van obtenir
de pacients diagnosticats amb insuficiencia cardiaca en etapa terminal que
requerien un transplantament cardiac. Els pacients no patien cap aritmia
hereditaria ni cardiomiopatia estructural, siné que la insuficiencia cardiaca era
causa d'una malaltia isquemia, valvular o idiopatica. Les mostres es van
recollir del cor afectat, i immediatament es van rentar i congelar en nitrogen
liquid. Per als experiments de ddPCR també es van utilitzar mostres de
ventricle esquerre huma adult procedents de donants sans. Totes les mostres
es van recollir de la mateixa regio (paret anterior del ventricle esquerre) i

comprenien les tres capes del cor (epicardi, miocardi i endocardi).

Tots els individus van signar un consentiment escrit per a participar en I'estudi.
Les mostres van ser recol-lectades pels Drs. Montserrat Batlle i Félix Pérez-

Villa de I'Hospital Clinic de Barcelona (Barcelona, Espanya). Els procediments
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van ser aprovats pels comités etics de I'Hospital Universitari de Girona Dr.
Josep Trueta (Girona, Espanya) i de [I'Hospital Clinic de Barcelona, i

compleixen els principis establerts en la Declaracié de Heélsinki.
1.6.4. Seccions de ventricle de ratoli

Per als estudis d'immunofluorescéncia es van utilitzar seccions histologiques
de ventricle extretes de ratolins adults de la soca B6D2F1/OlaHsd (Harlan
Laboratories, Indianapolis, IN, EUA).
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2. Méetodes

2.1. Manteniment de les cel-lules

Les cel-lules H9c2 i HEK293T es van fer créixer en medi Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, Sigma-Aldrich) suplementat amb un 10% de sérum
fetal bovi (Sigma-Aldrich), un 1% de penicil-lina/estreptomicina (Sigma-
Aldrich) i un 1% Glutamax (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), i s’incubaren a
37°C amb un nivell de CO, del 5%. Les cel-lules es van sembrar en flascons

de 75 cm? de superficie, on van créixer adherides en forma de monocapa.

Per a conservar les cél-lules H9c2 i HEK293T a llarg termini se’n van mantenir
estocs congelats en nitrogen liquid. Els protocols de congelacid,
descongelacié i subcultiu de cel-lules que es van seguir per a ambdues linies

cel-lulars es detallen a continuacio.
2.1.1. Congelacio de cel-lules en nitrogen liquid

A partir d’'un cultiu de cel-lules HEK293T o H9c2, mantingudes en un flasco,
es va aspirar el medi i es va fer un rentat amb uns 10 mL de tampoé sali fosfat
(PBS, Sigma-Aldrich). Les cél-lules es van tripsinitzar amb Tripsina-EDTA
0,05% (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) amb el volum minim per a cobrir la
superficie del flascé (aproximadament 1 mL) durant 2 minuts a 37°C. Passat
aquest temps es va comprovar sota el microscopi que les cél-lules s’havien
desenganxat del flascé i havien quedat en suspensio. Les cél-lules
tripsinitzades es van resuspendre amb 12 mL de medi DMEM suplementat, i
es va determinar la concentracié de cél-lules amb un comptador automatic
(Scepter™ 2.0 Handheld Automated Cell Counter, Merck Millipore). En diluir la
tripsina amb medi, s’atura el procés de tripsinitzacié i aixi s’evita la digestié de
les cél-lules. A continuacid, les cél-lules es van centrifugar 5 minuts a 1.500
rpm, i el sediment obtingut es va resuspendre amb el medi de congelacié Cell

Freezing Medium-Serum-free (Sigma-Aldrich) per a obtenir una concentracio
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d’aproximadament 4.000.000 de cél-lules/mL. La suspensio de cél-lules es va
aliquotar en vials d’1 mL i es van mantenir a -80°C durant 24 hores en un
recipient de congelacié que contenia propanol (Nalgene® Mr. Frosty, Thermo
Scientific, Carlsbad, CA, EUA). Aquest métode permet aconseguir una
congelacié lenta, i evitar aixi la formacié de cristalls intracel-lulars que podrien
danyar les cél-lules. Passades les 24 hores, els vials es van transferir a un

tanc de nitrogen liquid.
2.1.2. Descongelacié de cel-lules del nitrogen liquid

Els vials de cél-lules H9c2 i HEK293T conservats en nitrogen liquid es van
descongelar rapidament en un bany de 37°C per a prevenir 'aparicio de
cristalls. Una vegada descongelats, les cél-lules es van resuspendre en un tub
de 15 mL de centrifuga en medi DMEM suplementat (amb un volum minim de
9 mL). Es va fer una centrifugacié de 5 minuts a 1.500 rpm i es va descartar el
sobrenedant. El sediment de cel-lules es va resuspendre en medi DMEM
suplementat, i les cél-lules es van sembrar en un flascé de 75 cm?. Al cap de

24 hores es va aspirar el medi i se’n hi va afegir de nou.
2.1.3. Subcultius de cel-lules

El subcultiu de les cél-lules H9c2 i HEK293T es realitzava quan aquestes
assolien un 70-80% de confluéncia. De forma similar al procés de congelacié
de cel-lules, en un primer pas es va eliminar el medi i es va rentar el cultiu
cel-lular amb 10 mL de PBS. Les cél-lules es van tripsinitzar i resuspendre
amb medi DMEM suplementat. La suspensio de cél-lules es va subcultivar en
un nou flascé, a una proporcié d'1:5 (suspensio cel-lular:medi) en el cas de les
cél-lules H9c2 i d’'1:10 en el cas de les cel-lules HEK293T. Les cel-lules
HEK293T es sembren a una proporcié més baixa perquée tenen un creixement

més rapid.
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2.2. Obtenci6é de DNA plasmidic

Tots els vectors descrits a I'apartat 1.1 van ser construits amb les técniques
habituals de DNA recombinant i comprovats per sequenciacido de Sanger. Es
van conservar a -20°C estocs de vectors que van ser utilitzats per als
experiments de transfeccions. Per a reposar aquest estoc i per a disposar dels
vectors a llarg termini, es va mantenir també un estoc de bacteris
d’Escherichia Coli (E. Coli) transformades amb els vectors i conservades en

glicerol a -80°C.
2.2.1. Preparacio del cultiu de bacteris E. Coli transformades

Els vectors es van transformar en bacteris competents E. Coli de la soca
DH5a (Thermo Fisher), seguint les instruccions del fabricant. Una vegada
transformats, es van sembrar en plaques d’LB-Agar autoclavat (Taula 11), en
les quals s’hi afegi I'antibiotic de selecci6 del vector (ampicil-lina 0 kanamicina;
Taula 11). Per tal d’obtenir colonies de bacteris es van incubar les plaques a
37°C unes 16 hores. Passat aquest temps, se’'n va seleccionar una colonia
aillada i es va fer créixer en un tub de 15 mL que contenia 5 mL de medi LB-
Broth autoclavat (Taula 11) i l'antibiotic de seleccié. Els tubs es van mantenir
a 37°C durant 16 hores en agitacid per tal d’obtenir un cultiu de bacteris

transformats.
2.2.2. Preparacio d’estocs de bacteris transformats en glicerol

Els estocs de glicerol es van preparar amb 750 pL del cultiu de bacteris
transformats (tal com s’ha explicat en I'apartat anterior) juntament amb 250 pL

de glicerol al 60% estéril, i es van conservar a -80°C.
2.2.3. Minipreparacions de DNA plasmidic

Les minipreparacions de DNA plasmidic permeten obtenir d’'una forma facil i

rapida quantitats petites dels vectors d’interés (uns 50 puL a aproximadament
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300 ng/uL). Les minipreparacions, que es van realitzar amb el kit NucleoSpin®
Plasmid (Macherey Nagel, Diren, Alemanya) seguint les instruccions del
fabricant, es van utilitzar pels clonatges amb finalitat analitica (no preparativa).
En un primer pas es van transformar els vectors d’interes en bacteris DH5q |
es van sembrar en plagques d’'LB-Agar, igual com s’ha explicat en I'apartat
2.2.1. Aleshores es van seleccionar diverses colonies que havien crescut a la
placa i, es van fer créixer per separat en 5 mL de medi LB-Broth i I'antibiotic
(Taula 11), de tal manera que cada cultiu provenia d’'una colonia diferent. A
partir de cada cultiu bacteria es va fer una minipreparacié per a purificar el
DNA plasmidic. Els clons obtinguts es van analitzar per sequenciacié
mitjancant el metode Sanger per a verificar quines colonies tenien la
construccié esperada. Posteriorment, d’'un dels clons correctes se’'n va fer la

maxipreparacio (apartat seguent).
2.2.4. Maxipreparacions de DNA plasmidic

Les maxipreparacions es van emprar per a obtenir quantitats més grans de
DNA plasmidic (200 pL a aproximadament 3.000 ng/uL). Les
maxipreparacions es van fer amb el kit EndoFree Plasmid Maxi Kit® (Qiagen,
Hilden, Alemanya), seguint les instruccions del fabricant. El fet que aquest
métode sigui lliure d’endotoxines permet obtenir DNA plasmidic amb major
grau de puresa, fet que és important pels experiments de transfeccions en
cel-lules. Es van incubar 5 mL d’un cultiu de bacteris transformats, juntament
amb I'antibiotic de seleccid, a 37°C durant 6 hores en agitacio per tal de fer-hi
créixer les bacteris. Passat aquest temps el contingut del tub s’abocava a un
erlenmeyer que contenia 100 mL de medi LB-Broth autoclavat i I'antibiotic de
seleccio, i s'incubava a 37°C durant 16 hores en agitacid. A partir del cultiu

bacteria obtingut es realitzava la maxipreparacio.

Els vectors purificats per aquest meétode sén els que es van utilitzar per als

experiments de transfeccions en cel-lules. La concentracid del DNA plasmidic
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obtingut es va determinar amb I'espectrofotometre NanoDrop-1000 Thermo

Fisher.

Reactiu Concentracio6

LB-Agar (Sigma-Aldrich) |35 g/L en H,O

Medi LB-Broth (Sigma- |, g/L en H,0O

Aldrich)
Ampicil-lina (Sigma- 100 pg/mL en LB-Agar o LB-
Aldrich) Broth

Kanamicina (Sigma-

Aldrich) 25 pg/mL en LB-Agar o LB-Broth

Taula 11. Medis de cultiu de bacteris i antibiotics per a I'obtencio del DNA plasmidic.
2.3. Mutagenesi dirigida i subclonatge

La introducci6 de mutacions en els dos motius GATA del vector pGL3-
PromotorB SCN5A i en la lisina K326 del vector pPCGN-GATA4/HA es va fer

per mutagenesi dirigida.

Per a generar les mutacions es va utilitzar el kit QuickChange Site-Directed
Mutagenesis System® (Agilent Technologies), seguint les instruccions del
fabricant. Aquest sistema permet introduir mutacions puntuals en vectors de
doble cadena. En primer lloc es va realitzar una PCR a partir del vector WT,
utilitzant una parella d’encebadors que incorporaven la mutacié d’interes
(Taula 3). Cadascun dels encebadors s’hibrida a una cadena del vector, |
s’elonga el fragment incorporant la mutacié, fins a replicar el vector complet i

formar una molécula de DNA bicatenaria. A continuacid, es va fer un
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tractament amb I'endonucleasa Dpnl durant 1 hora a 37°C. Degut a que
aquest enzim digereix especificament DNA metilat, permet eliminar el vector

WT i només quedar-nos amb el que ha introduit la mutacio.

El vector obtingut del procés de mutagénesi es va transformar en bacteris E.
Coli XL10-Gold Ultracompetent Cells, que son els recomanats pel protocol de
mutagénesi, seguint les instruccions del fabricant. A partir d’'un cultiu de les
cel-lules transformades es va purificar el DNA plasmidic mitjancant una
minipreparacio (apartat 2.2.3.). Després de comprovar per seqienciacio
Sanger que la mutacié s’havia introduit correctament, es va fer una nova
transformacid en bacteris DH5a per a purificar el DNA mitjancant una

maxipreparacio (apartat 2.2.4.).

Per tal d’assegurar que el vector no havia introduit altres mutacions com a
consequeéncia d’errors de la polimerasa durant el procés de PCR, es va
subclonar l'insert corresponent a la porcio del DNA d’interés que contenia la
mutacié en el vector WT. Pel subclonatge, es van digerir ambdés vectors (el
WT i el resultant de la mutagénesi dirigida) amb els mateixos enzims de

restriccio durant 1 hora a 37°C, els quals van permetre alliberar 'insert.

Els fragments de DNA resultants de la digestié6 es van separar en un gel
d’agarosa. Les bandes corresponents a I'insert mutat i al vector WT linearitzat
es van purificar amb el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel). La reacci6 de lligacio dels dos fragments es va fer a una proporcio 1:3
(vector:insert), amb 1 pL de I'enzim DNA lligasa (Thermo Fisher) i 1 uL del
tamp6 DNA lligasa (Thermo Fisher), en un volum final de 10 pL que es va
completar amb aigua. La reaccio es va incubar en un bany de 16°C a la

cambra de 4°C durant 16 hores.

Posteriorment, els bacteris E. Coli DH5a es van transformar amb 5 pL del
producte de la lligacié. Unes 5 colonies resultants de la transformacié es van

fer créixer per purificar els DNA plasmidics per minipreparacions. Després de
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comprovar per sequenciacié Sanger que l'insert i el vector WT s’havien lligat
correctament, el vector resultant es va transformar novament en bacteris E.

Coli DH5a per a obtenir DNA plasmidic mitjancant maxipreparacio.
2.4. Experiments de transfeccio

En aquest treball es van fer experiments de transfeccid transitoria de DNA
plasmidic o siRNA en cel-lules H9c2 i HEK293T. El dia anterior a la
transfeccid, les cel-lules es van sembrar a una concentracié coneguda
determinada amb el comptador Scepter™ 2.0. En cada experiment explicat en
els apartats posteriors s’especifica la concentracio de cel-lules que es va

sembrar en cada cas.
2.4.1 Transfecci6 de vectors d’expressio

Les transfeccions de vectors d’expressio en ceél-lules H9c2 i HEK293T es van
dur a terme amb l'agent de transfeccido Lipofectamine® 2000 (Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA), seguint les instruccions del fabricant.
La Lipofectamine® 2000 és un lipid cationic usat per a transfectar acids
nucleics en cél-lules eucariotes. Aquest lipid és responsable de la formacio de
liposomes, gracies a la interaccidé de les seves carregues positives amb les
carregues negatives del DNA. El liposoma unit al DNA interacciona amb la
membrana plasmatica i té lloc un procés d’endocitosis, que permet I'entrada

del DNA a l'interior de la cél-lula.

Per a formar els liposomes es va utilitzar una proporcié 1:2 de pg de DNA: pL
de Lipofectamine® que es va incubar en el medi lliure de sérum Opti-MEM
(Sigma-Aldrich) durant 20 minuts. A continuacio, aquesta mescla es va afegir
sobre el cultiu cel-lular, que estava mantingut en medi DMEM sense antibiotic.
S'utilitza medi sense antibiotic per evitar la possible toxicitat cel-lular ja que

durant la transfeccid augment la permeabilitat de les cél-lules. Passades 6
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hores de la transfeccid, es va aspirar el medi de transfeccid i es va renovar

amb medi DMEM suplementat.
2.4.2. Transfeccio de siRNA

Les transfeccions de siRNA es van dur a terme amb el reactiu de transfeccid
Dharmafect® (Thermo Scientific), seguint les instruccions del fabricant. El
Dharmafect® és un lipid cationic que interacciona amb els siRNA formant

liposomes, els quals penetren a les cel-lules per endocitosi.

Per a la transfeccido es va utilitzar medi lliure de sérum Opti-MEM i la
concentracié final dels siRNA en el cultiu de cél-lules va ser de 25 nM. Les
cel-lules es van mantenir en medi DMEM sense antibiotic fins passades 24
hores de la transfeccidé, i aleshores es va canviar per medi DMEM

suplementat.

2.5. Determinacio de I'activitat del promotor SCN5A i PDX1 per

assajos luciferasa

L’'assaig luciferasa es basa en una reaccié de bioluminescéncia catalitzada
per 'enzim luciferasa. La reaccié bioluminescent és un procés a partir del qual
es produeix llum en organismes vius. Entre els organismes bioluminescents,
les cuques de llum (en anglées conegudes com a firefly) sén les més

estudiades i més ben caracteritzades.

L’enzim luciferasa es pot sintetitzar al laboratori i s’utilitza com a gen reporter,
ja que la seva expressio emet llum i, per tant, permet identificar-lo facilment.
Una de les aplicacions més comunes de la luciferasa és en l'estudi de
I'activitat d’una regio reguladora d’interés, per exemple d’'un promotor o d'un
enhancer. En aquests estudis es clona la sequéncia de DNA reguladora

d’interés controlant el gen de la luciferasa. D’aguesta manera, els nivells de
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luciferasa dels lisats cel-lulars sén indicatius de I'activitat transcripcional del

promotor o enhancer.

En aquesta tesi, s’han dut a terme assajos luciferasa amb dos enzims
reporters diferents: la luciferasa firefly i la luciferasa de renilla; els seus
substrats sintétics sén la luciferina i la coelenterazina, respectivament.
Aquests enzims soOn proteines que no necessiten ser modificades
posttraduccionalment per a ser actives i, per tant, poden funcionar com a gens

reporters immediatament després de la seva traduccio.

La reaccio catalitzada per la luciferasa firefly es duu a terme en dues etapes:
en un primer pas, la luciferina reacciona amb grups fosfats de I'ATP en
preséncia de magnesi, i dona lloc a adenilat de luciferina i pirofosfat (PPi); en
un segon pas l'adenilat de luciferina en preséncia d’oxigen molecular pateix
una oxidaci6 i descarboxilacié donant lloc a l'oxiluciferina en un estat excitat
(Figura 24). Quan l'oxiluciferina baixa a nivells d’energia inferiors dona lloc a
I'emissio d’'un fotdé de llum visible. En el cas de la luciferasa de renilla, la
reaccio té lloc en una sola etapa en qué la coelenterazina reacciona amb
I'oxigen molecular i dona lloc a la coelenteramida. Quan la coelenteramida

passa d’'un estat excitat a un estat basal es despren llum.
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Figura 24. Reaccions de bioluminescéncia. Reaccié bioluminescent catalitzada per la
luciferasa firefly (panell superior) i per la luciferasa de renilla (panell inferior). Adaptada de

Marques i Esteves da Silva 2009,

Els assajos luciferasa d’aquest treball es van dur a terme per a avaluar
I'activitat dels promotors d’'SCN5A i PDX1. Cadascun dels promotors s’havia
clonat en un vector reporter a 5 del gen de la luciferasa firefly. Aixi doncs,
I'activitat enzimatica de la luciferasa era proporcional a I'activitat del promotor
d’estudi. A la vegada, les cel-lules es van transfectar amb un constructe que
contenia el gen de la luciferasa de renilla controlat pel promotor EF-1la.
L’activitat transcripcional del promotor EF-1a es manté constant en el model
cel-lular utilitzat (cél-lules H9c2). Es per aix0 que els valors de renilla obtinguts
es van utilitzar per a normalitzar els valors de luciferasa; d’aquesta manera

s’eliminava la variabilitat entre repliques.
2.5.1. Transfeccio de les cél-lules

Les cel-lules H9c2 i HEK293T es van sembrar en plaques de 6 pous a unes
concentracions de 50.000 cél-lules/mL i 1-10° cél-lules/mL, respectivament, en
un volum final de 2 mL. Per a I'estudi de I'activitat del promotor SCN5A es van
utilitzar les H9c2, i per a l'estudi del promotor PDX1 es van emprar les
HEK293T. Després de 24 hores, les cel-lules es van transfectar utilitzant
'agent de transfeccid Lipofectamine® 2000, seguint el protocol explicat a
'apartat 2.4.1. Les quantitats que es van transfectar dels vector reporters
eren: 200 ng dels vectors que contenien el gen reporter luciferasa (PromotorA-
luciferasa, PromotorB-luciferasa o PDX1-luciferasa) i 20 ng del vector pEF-1a-
renilla. Es van transfectar també els vectors d’expressio de les proteines que
es volien estudiar: GATA4, GATA5 o GATA6 (600, 1.200 o 1.800 ng,
depenent de I'experiment); p300 (300 o 600 ng, depenent de I'experiment);
HDAC (600 ng); HOPX (600 ng). En cada experiment la quantitat de DNA total

es va ajustar amb el pcDNAS.1.
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2.5.2. Preparacio dels lisats cel-lulars

Passades 48 hores de la transfeccio, les cel-lules es van rentar dues vegades
amb PBS. Seguidament, es van incubar amb 200 pL de tampo de lisi (Passive
Lysis Buffer, Promega, Madison, WI, EUA) per pou durant 15 minuts a
temperatura ambient en lleugera agitacio. Els lisats es van recol-lectar amb un
raspador de cel-lules i es van transferir a tubs d'1,5 mL, els quals es va
centrifugar durant 2 minuts a 16.000 g i a 4°C. El sobrenedant, que contenia
les proteines solubles, es va recuperar en un nou tub, i el sediment, amb les
proteines insolubles i les membranes cel-lulars, es va descartar. Les mostres

es van mantenir en gel en tot moment.
2.5.3. Lectura de lI'activitat luciferasa i renilla i analisi dels resultats

Per a determinar l'activitat luciferasa (produida pel gen luciferasa firefly) i
I'activitat renilla (produida per la luciferasa de renilla) es va utilitzar el kit Dual
Luciferase Reporter Assay System (Promega) i el luminometre GloMax-96
amb dos injectors. La lectura es va fer en plagues de 96 pous especifiques
per a aguest aparell, on es posaven 10 uL de mostra a cada pou. Una vegada
situada la placa dins el luminometre, a cada pou s’injectava automaticament
50 pL del reactiu Luciferase Assay Reagent (Promega), per a detectar
I'activitat luciferasa, i 50 pL del reactiu Stop&Glo Reagent (Promega), per a

detectar 'activitat renilla.

Per a calcular I'activitat del promotor d’interes, els valors de luciferasa de cada

mostra van ser normalitzats pels valors de renilla.
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2.6. Expressio dels vectors d’expressio de GATA4, GATAS i
GATAG en cel-lules H9c2

Per tal de verificar que en els experiments de luciferasa els vectors
d’expressio dels factors GATA4, GATA5 i GATA6 s’estaven expressant

correctament es va realitzar un western blot.
2.6.1. Transfeccio de les ceéel-lules H9c?2

Les cél-lules H9c2 es van sembrar en plaques de 6 pous a una concentracio
de 50.000 cél-lules/mL. Després de 24 hores, les cél-lules es van transfectar
amb 3 pg dels vectors d’expressio de GATA4, GATAS o GATAG6/Flag, utilitzant
I'agent de transfeccio Lipofectamine® 2000 (apartat 2.4.1.).

2.6.2.Preparacio de I'extracte cel-lular

Al cap de 48 hores de la transfeccio, les cel-lules es van rentar dues vegades
amb PBS fred. Les cel-lules es van lisar incubant-les amb 200 pL per pou del
tampo de lisi (Taula 12) suplementat amb inhibidor de proteases (Protease
Inhibitors Cocktail, Roche, Madrid, Espanya), durant 30 minuts a 4°C en
agitacio. Els lisats de cel-lules es van recollir amb un raspador de cél-lules i es
van transferir a tubs d’1,5 mL. Posteriorment, es van centrifugar 15 minuts a
16.000 g i a 4°C; el sobrenedant, que contenia les proteines, es va transferir a
un nou tub, i el sediment es va descartar. La quantitat total de proteina de
cada lisat es va quantificar amb el méetode colorimétric PIERCE BCA Protein
Assay Kit® (Thermo Fisher). La quantificacié de la concentracié de proteina
de cada mostra va permetre realitzar els calculs necessaris per poder
analitzar la mateixa quantitat de proteina de cada condici6 en el gel
d’acrilamida. Les mostres es van incubar amb el tampo de carrega 6X (Taula
12) durant 5 minuts a 100°C, per tal de desnaturalitzar les proteines abans de

carregar-les en el gel.
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2.6.3. Electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

L’electroforesi en gels de poliacrilamida SDS-PAGE permet separar proteines
carregades en funcio del seu pes molecular quan es sotmeten a l'accié d'un
camp eléectric. La interacci6 de les proteines amb els grups sulfats del
dodecilsulfat sodic (SDS), permet que les proteines quedin carregades
negativament. D’aquesta manera, les proteines migren del catode a I'anode a

una velocitat proporcional al seu pes molecular.
Primer es va preparar el gel d’acrilamida, que presenta dues fases (Taula 13):

- El gel separador (fase inferior) permet que les proteines migrin en
funcié del seu pes molecular. La mida del porus depéen de la mida de
proteines que es vulguin analitzar, com meés pes molecular tenen les
proteina d’interés, més gran haura de ser el porus, i viceversa. Per a
analitzar els factors GATA es van fer servir gels separadors al 10%

d’acrilamida.

- El gel d’apilament (fase superior) facilita que les proteines carregades
es concentrin en bandes molt estretes i entrin al mateix temps al gel

separador. Els porus d’aquest gel sén de mida gran.

Els gels separador i d’apilament contenen persulfat amonic i N, N, N’, N'’-
tetrametiletilendiamina per permetre la seva polimeritzaci6. Una vegada
preparat el gel, es van carregar les mostres als pous, es va submergir en un
tampd d’electroforesi (Taula 12) i es va sotmetre a I'accié d’'un camp electric

generat per una font d’alimentacio.
2.6.4. Western blot

Les proteines separades en I'electroforesi es van transferir a una membrana
de fluorur de polivinilide (PVDF) amb el tampé de transferéncia (Taula 12) a

90 volts durant 2 hores a 4°C. Posteriorment, la membrana es va bloquejar
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amb una solucié de bloqueig (Taula 12) durant 1 hora a temperatura ambient
en lleugera agitacié. La membrana bloguejada s’'incuba amb I'anticos primari
(a-GATA4, a-GATAS o a-Flag; Taula 6) diluit en la solucié de bloqueig, durant
tota la nit a 4°C en agitacio. L’endema la membrana es va rentar tres vegades
(dues amb una solucié de PBS-Tween i una amb una solucié de PBS, Taula
12). Aleshores, la membrana es va incubar amb un anticds secundari conjugat
amb peroxidasa, diluit en la solucié de bloqueig, durant 1 hora a temperatura
ambient i en agitaci6. Per a la deteccié de GATA4 i GATA6 es va utilitzar
I'anticos secundari a-cabra, mentre que per a GATAS es va emprar I'anticos a-
conill (Taula 7). Es van fer tres rentats de la membrana (dos amb la solucié de
PBS-Tween i un amb la solucié de PBS) per tal d’eliminar I'anticos secundari

no unit.

Per a detectar la peroxidasa conjugada a I'anticos secundari es va utilitzar el
substrat quimioluminescent Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Scientific) o bé el SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Scientific), en funcio de la intensitat de les bandes de les proteines
d’'interes. Finalment, es procedi al revelat mitjancant I'exposicié de la

membrana en una pel-licula d’autoradiografia.
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Taula 12. Tampons per a electroforesi SDS-PAGE i western blot.
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Gel separador Gel d’apilament

U
10% Acrilamida:bisacrilamida | o, A iiamida:bisacrilamida 37,5:1

37,5:1
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 0,5 M Tris/HCI pH 8,8
50 pl SDS 10% 25 pl SDS 10%

23 pl APS* soluci6 al 10% 15 yl APS* soluci6 al 10%

7,7 pl TEMED** solucio

(Sigma) 5 ul TEMED** solucio (Sigma)

Aigua q.s.p. 5 ml Aigua g.s.p. 2,5 ml

Taula 13. Gels d’acrilamida. *Persulfat amonic, ** N, N, N’ N'-

Tetrametiletilendiamina
2.7. Experiments de knockdown de GATA4

Els estudis de knockdown de GATA4 es van realitzar en cél-lules H9c2
transfectades amb siRNA especifics. L'efecte del knockdown de GATA4 sobre
I'expressio del gen SCN5A es va estudiar a dos nivells: (1) examinant els
nivells dmRNA d’SCN5A, que es van determinar per qPCR; i (2) examinant

I'activitat del promotor d’'SCN5A, que es va estudiar amb assajos luciferasa.
2.7.1. Transfeccié de ceél-lules H9c2 amb siRNA

Es van sembrar cél-lules H9c2 en plagues de 6 pous a una concentracié de
30.000 cél-lules/mL. Les cel-lules es van transfectar 24 hores més tard amb
25 nM de siRNA control (ON-TARGETplus Non-targeting Pool; Thermo
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Scientific) o de siRNA GATA4 de rata (SIGENOME siRNA Rat GATA4 amb
namero de cataleg D-090725-02 i D-090725-03; Thermo Scientific), amb
I'agent de transfeccié Darmaphect® (apartat 2.4.2). Es van utilitzar dos siRNA

de GATAA4 diferents per a confirmar els resultats.
2.7.2. Analisi dels nivells d’mRNA d’SCN5A per gPCR
2.7.2.1. Extraccié de I'RNA

Al cap de 48 hores de transfectar els siRNA, es va fer una extraccio de I'RNA
total de les cel-lules H9c2 amb el kit RNeasy Mini Kit® (Qiagen), seguint les
instruccions del fabricant. Es va fixar aquest temps ja que després de realitzar
diferents proves a 24, 48 i 72 hores despreés de la transfecciod, es va observar
gue a 48 hores era quan es produia una reduccié més eficient de GATA4. En
el protocol d’extraccio de 'RNA es va incloure un tractament amb DNasa |, per
evitar la contaminacié de DNA gendomic que pugués restar a la mostra. La
concentracio i la qualitat de 'RNA es van analitzar amb el NanoDrop-1000.

2.7.2.2. Transcriptasainversai gPCR

La transcripcié inversa es va realitzar a partir d'1 ug d’RNA utilitzant el
QuantiTect Reverse Transcription Kit® (Qiagen). EI cDNA obtingut es va
analitzar per g°PCR amb els encebadors de rata (SCN5A, GATA4, KCNH2,
ANP i B-ACTINA; Taula 4). La quimica emprada en la qPCR es va basar en la
deteccié de la fluorescéncia emesa pel reactiu SYBR Green (Kapa SYBR®
Fast gPCR Kit, Wilmington), el qual s’'uneix inespecificament al DNA de doble
cadena dels productes de PCR. La intensitat de fluorescéncia emesa és
proporcional a la quantitat de producte amplificat en cada cicle. La gPCR es
va realitzar en un termociclador Mastercycler ep realplex (Eppendorf,
Hauppauge, NY, EUA) i es va utilitzar el programa informatic RealPlex per a

I'analisi de les dades.
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Els nivells d’expressié de les mostres es van quantificar pel metode del delta-
delta Ct. Aquest metode permet fer una quantificacié relativa respecte a un
gen constitutiu (en aquest treball es va utilitzar el gen de la B-actina)™. El
valor de cycle threshold (Ct) és el nombre de cicles necessaris per a produir
una intensitat de fluorescéncia llindar, per tant, aquest valor és inversament
proporcional a la quantitat de cDNA inicial. Els passos que es van seguir per a

quantificar els nivells dmRNA dels gens analitzats son els segients:

1) De cada mostra (SiRNA control i SIRNA GATA4), es va restar el Ct del gen
d’interés (SCN5A, GATA4, KCNH2 o ANP) amb el Ct del gen constitutiu (8-
ACTINA).

ACt = Ct [gen interés] - Ct [B-actina]

2) Per cada gen dinterés, es va restar el valor ACt de les mostres
transfectades amb siRNA control amb el valor ACt de les mostres
transfectades amb siRNA GATAA4.

AACt= ACt [SIRNA control] - ACt [SIRNA GATA4]

3) Els nivells d’expressio relativa es van obtenir aplicant la férmula seguent:
, : -(AaCt
Expressio relativa = 2/ 44%Y

2.7.3. Analisi de I'activitat del promotor d’SCN5A per assaig luciferasa

Primer es va fer una transfeccié dels siRNA com es detalla a I'apartat 2.7.1. Al
cap de 24 hores, les cel-lules H9c2 es van transfectar amb el PromotorA-
luciferasa 1 pEF-la-renilla seguint el protocol descrit a l'apartat 2.4.1.
Finalment, 24 hores després de la transfeccié amb els vectors reporters i 48
hores després de la transfeccido amb els siRNA es van lisar les cel-lules i es va

determinar l'activitat luciferasa i renilla (apartats 2.5.2.12.5.3.).
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2.8. Tractament amb fenilefrina

Les cél-lules H9c2 es van sembrar en plaques de 6 pous a una concentracio
de 50.000 cel-lules/mL en medi DMEM suplementat. L’'endema es va canviar
el medi per medi Opti-MEM, i es va afegir una solucio filtrada de fenilefrina en
aigua per a obtenir una concentracio de 30 uM de fenilefrina a cada pou. Les
cel-lules es van incubar 24 hores més, i aleshores es va extreure I'RNA total
de les cél-lules (apartat 2.7.2.1.). A partir del cDNA obtingut per transcriptasa
inversa es va realitzar la qPCR per a analitzar els nivells d'mRNA dels gens
SCN5A i GATA4 (usant S-ACTINA com a gen constitutiu), seguint el protocol
descrit a 'apartat 2.7.2.2.

2.9. Eines bioinformatiques

Es van utilitzar els recursos bioinformatics TFSearch i MEME per identificar
potencials llocs d’'uni6 dels factors GATA en la regi6 de -1.125 a +857 pb
respecte al TSS del gen SCN5A huma. La regio analitzada comprén part de la

regio 5’UTR, el promotor, I'ex6 1 i una part de l'intrd 1.

Es van realitzar estudis d’alineament de seqliencies amb I'eina bioinformatica
UCSC Genome Browser. Aquesta eina es va fer servir per a determinar la
conservacié entre espécies dels motius GATA-A i GATA-B de l'intr6 1

identificats en agquesta tesi.
2.10. Registre de corrent de Na* en oodcits de Xenopus

Els estudis electrofisiologics, realitzats pel Dr. Thomas Zimmer a la Universitat
de Jena, van consistir en mesurar el corrent de Na* en odcits de Xenopus que
préviament havien estat injectats amb el transcrit sintétic (CRNA) del gen
SCN5A. El cRNA es va obtenir per transcripcié in vitro del gen SCN5A
utilitzant el kit mMMESSAGE mMMACHINE T7 Transcription® (Life
Technologies). La concentraci6 del cRNA es va determinar amb
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I'espectrometre NanoDrop-1000 i es va comprovar per electroforesi en un gel
d’agarosa. Dilucions creixents del cRNA d’SCN5A (0,00004; 0,0002; 0,001,
0,004; 0,01; 0,02 pg/uL) es van injectar en oocits de Xenopus, usant
micropipetes de vidre. Després d’incubar-los 3 dies a 18°C, els oocits de
guatre series —cada serie es refereix als oocits obtinguts del mateix animal—

van ser analitzats per metodes electrofisiologics.

El corrent de Na* dels o0cits es va registrar amb la técnica de patch clamp en
el mode whole cell voltage clamp. Els oo0cits van ser sotmesos a polsos de
voltatge de -80 a +40 mV, en increments de 5 mV, i el corrent va ser
determinat a un voltatge de -20 mV. Es va utilitzar una micropipeta de vidre
amb un microelectrode a l'interior que es va posicionar a la membrana de
I'oocit mitjangcant un micromanipulador i observant des d’un microscopi. Quan
la micropipeta estava en contacte amb la membrana cel-lular es va aplicar una
succio a l'interior de la micropipeta per a produir un segell entre ambdues.
Seguidament, aplicant una altra succié es va trencar la membrana cel-lular on
s’havia produit el segell i aguesta ruptura va permetre que la solucid
intracel-lular entrés en contacte amb una solucié de 3 M de KCI continguda
dins la micropieta. Mentre es realitzava la técnica del patch clamp, les
cél-lules es van mantenir en una solucié de bany amb la composicié seguent:
20 NaCl mM, 2 KCI mM, 1,8 CaCl, mM, 10 mM Hepes/KOH, a pH 7,2. La
composicio de les solucions de la micropipeta i del bany son semblants a les
condicions  ioniques  fisiologiques intracel-lulars i  extracel-lulars,

respectivament, perd permeten aillar el corrent de Na™.

2.11. Experiments d’'immunoprecipitacio: estudi de la
interaccio entre GATA4 i GATAS i dels nivells d’acetilacié de
GATA4

La immunoprecipitacid €s una técnica que permet estudiar interaccions entre

proteines. En un primer pas s'ailla la proteina d’interés 1 de I'extracte cel-lular
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amb un anticos especific. A continuacio el material immunoprecipitat s’analitza
per western blot amb un anticos especific contra la proteina 2. Si existeixi
interaccio, la proteina 2 es podra detectar. La immunoprecipitacio també
s'utilitza per l'estudi de modificacions posttraduccionals. En aquest cas, un
dels anticossos és contra la proteina d’interes i I'altre contra la modificacié

posttraduccional d’estudi.

En aquest treball, els experiments d'immunoprecipitacié es van realitzar per a

estudiar els aspectes seguents:

- Lainteraccio entre GATA4 i GATAS

- L’acetilacié de la lisina K326 de GATA4

- L’'acetilaci6 de GATA4 en preséncia de p300, HDAC2, HDAC4 o
HDACS5

2.11.1. Transfecci6 de cel-lules HEK293T

Les cél-lules HEK293T es van sembrar en plaques de 10 cm? a una
concentracié de 10° cél-lules/mL i al cap de 24 hores es van transfectar amb
Lipofectamine® 2000 (apartat 2.4.1.).

Per a estudiar la interaccio entre GATA4 i GATAS es van transfectar els
vectors d’expressio de les proteines GATA4/HA (7,5 pg) i GATAS (7,5 ug). Es
van preparar dues condicions controls, una Unicament transfectada amb
GATA/HA, i I'altra sense cap dels dos FT GATA, pero en ambdds casos es va
igualar la quantitat de DNA transfectat amb el pcDNA3.1 fins a arribar a 15 ug
de DNA total.

Per a examinar l'acetilacié de la lisina K326 de GATA4 es van transfectar 10
ug del vector d'expressio GATA4/HA o GATA4-K326A/HA, el qual tenia la
lisina K326 mutada a alanina, 24 hores després de la transfeccid, les cel-lules
es van tractar amb els inhibidors de desacetilases TSA (Sigma) a 400 nM i

Nicotinamida (NA; Sigma) a 5mM, i es van deixar incubant 24 hores més.
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Per a determinar I'efecte de p300, HDAC2, HDAC4 o HDACS sobre I'acetilacié
de GATA4 es van transfectar els vectors d’expressidé segients: 10 pg de
GATA4/HA, 10 ug de p300 i 7 ug de HDAC2, HDAC4 o HDACS; i el DNA total
es va ajustar a 27 ug amb pcDNAS.1.

2.11.2. Preparacio6 de I'extracte cel-lular

Les cel-lules transfectades en els tres experiments es van lisar seguint el
protocol descrit en I'apartat 2.6.2. Cadascun dels lisats van ser analitzats amb
el kit PIERCE BSA Protein Assay per a determinar-ne la concentracié de
proteina. Per cada condicié d'immunoprecipitacié es van utilitzar 1,5 mg de
proteina total i, d’aquests, un 1% es va fer servir com a input (mostra sense
Immunoprecipitar). Els inputs es van congelar fins a ser utilitzats com a control

en el western blot.
2.11.3. Immunoprecipitacié

La immunoprecipitaci0 es va realitzar amb la proteina A-sefarosa (GE
Healthcare) préviament hidratada. Per a hidratar-la, primer es va incubar amb
PBS durant 15 minuts a temperatura ambient; seguidament es va centrifugar 1
minut a 1.300 rpm i es va eliminar el sobrenedant. El sediment de proteina A
obtingut es va resuspendre amb tres volums de PBS. D’aquesta suspensio
se’n van utilitzar 50 pL per cada condicié d'immunoprecipitacio, que es van
rentar cinc vegades amb 500 pL de tampo de lisi (Taula 12) durant 5 minuts.
Després de cada rentat es van centrifugar 5 minuts a 300 g i 4°C, i es va
eliminar el sobrenedant. A continuacio, s’hi va afegir el lisat corresponent a 1,5
mg de proteina, i es van ajustar totes les mostres al mateix volum amb el
tampd de lisi. Aleshores es va afegir I'anticos d’interés: per a detectar la
interaccié entre GATA4 i GATAS es va utilitzar I'anticos a-HA, mentre que per
a detectar I'acetilacio de GATA4 es va emprar I'anticos a-lisines acetilades
(Taula 6). Després de la incubacié amb l'anticos tota la nit a 4°C en agitacio,

es van fer cinc rentats de les mostres amb 500 uL de tampéd de lisi durant 5
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minuts a 300 g i 4°C, eliminant el sobrenedant després de cada rentat. Les
proteines immunoprecipitades es van extreure de la proteina A-sefarosa per
desnaturalitzacié incubant-les amb 30 pL de tamp6 de carrega 6X (Taula 12)
durant 5 minuts a 100°C i, posteriorment, es van centrifugar 5 minuts a 16.000
g i 4°C. Els inputs es van descongelar, es van resuspendre amb el tampé de

carrega 6X i es van incubar 5 minuts a 100°C.
2.11.4. Electroforesi SDS-PAGE i western blot

Per a l'electroforesi i el western blot es va seguir el protocol descrit en els
apartats 2.6.3. i 2.6.4. Per al western blot es van utilitzar com a anticossos
primaris I'anticos a-GATADb, en el cas de I'estudi d’interaccié entre GATA4 i
GATAD, i I' anticos a-GATA4, en els estudis d’acetilaci6 de GATA4 (Taula 6).
Per a detectar GATAS i GATA4 es van utilitzar els anticossos secundaris a-

conill i a-cabra, respectivament (Taula 7).

2.12. Assajos d'immunoprecipitaci6 de cromatina (ChIP) i

d’immunoprecipitacié sequencial de cromatina (Re-ChlP)

El ChIP és un dels millors metodes per a estudiar, en condicions in vivo, la
unié de FT i la presencia d’histones modificades a la cromatina. Per tant,
resulta molt Gtil per a mapar les interaccions proteina-DNA que es donen en el
genoma. Els primers estudis de ChIP van ser realitzats per Glimour D. i Lis J.
el 1984, per a observar la distribucio in vivo de I'RNA polimerasa en
determinats gens bacterians'®>. Els assajos de Re-ChIP sén una variant del
ChIP que permeten determinar la preséncia simultania de dues proteines en
una mateixa regié del genoma. Aquesta técnica es basa en el fet que sovint

les proteines s’associen al DNA formant complexos multiproteics.

En aquest treball es van realitzar experiments de ChIP i Re-ChIP per a
estudiar la interaccio in vivo dels FT GATA cardiacs en el gen SCN5A. Per a

aconseguir-ho es van utilitzar mostres de teixit cardiac huma corresponent al
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ventricle esquerre. Els protocols de ChIP i Re-ChIP que es van utilitzar es van

|194 |l95

adaptar de Gomes et al”™" i de Furlan-Magaril et al™™, respectivament.

El ChIP consisteix principalment en quatre etapes: fixacié de les proteines al
DNA, sonicacio de la cromatina, immunoprecipitacio de la cromatina i analisi
del DNA immunoprecipitat (Figura 25A). L'Unica diferencia amb el Re-ChlIP és
gue aquest presenta dues immunoprecipitacions sequencials de la cromatina
(Figura 25B). Una de les técniques més utilitzades avui en dia per a I'analisi
del DNA immunoprecipitat €s la seqiienciacid massiva mitjancant téecniques de
Next Generation Sequencing. D’aquesta manera es permet analitzar la unié
de les proteines d’interés en tot el genoma, metode conegut com a ChIP-Seq.
No obstant aix0, en aquest treball no s’ha pogut realitzar ChlP-Seq, ja que no
es disposava de suficient quantitat de mostra a causa de la dificultat d’obtenir
mostres de cor humanes. Com a alternativa a la sequenciacié massiva, es va
utilitzar la qPCR per a analitzar diferents regions del gen SCN5A mitjancant
encebadors especifics.
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Figura 25. Protocol dels experiments de ChIP i Re-ChlIP. A. Protocol de ChIP. En verd es
marca una proteina unida al DNA i I'anticos especific d’'aquesta. B. Protocol de Re-ChlP. En
verd i en lila es marquen dues proteines unides al DNA formant un complex, i els anticossos

especifics d’aquestes.

2.12.1. ChIP
2.12.1.1. Fixaci6 de les proteines al DNA

Les mostres de ventricle esquerre d’huma adult, conservades a -80°C, es van
descongelar i es van tallar amb un bisturi en fragments de 100 mg, sempre
mantingudes en gel. Els fragments es van tallar en peces meés petites, per a
assegurar que les solucions accedissin a tot el teixit, i es van conservar en
tubs de 1,5 mL.

Les proteines es van fixar al DNA amb 500 pL de la solucio de cross-linking
(Taula 14) previament suplementada amb 5mM de butirat sodic i inhibidors de

proteases, durant 10 minuts a temperatura ambient i en una plataforma
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rotatoria. Per aturar la reaccio es van afegir 55 pL d’'una solucié al 1,25 M de
glicina, durant 5 minuts a temperatura ambient i en agitacié6 ocasional. Les
mostres fixades es van rentar dues vegades amb 500 pL de PBS fred, i es van
centrifugar 1 minut a 100 g i 4°C després de cada rentat. Seguidament, es va
disgregar el teixit amb un homogeneitzador de vidre tipus Dounce amb 1 mL
de PBS fred, mantenint les mostres en gel. Una vegada disgregat el teixit, es
va centrifugar 1 minut a 100 g i 4°C. El sediment cel-lular obtingut es va
resuspendre en 6 volums de tampoé de lisi per a ChIP (Taula 14) suplementat
amb inhibidor de proteases, i es va incubar 15 minuts en gel. Aquest tampé
permet trencar les membranes de les cel-lules, deixant els nuclis intactes. Les
mostres es van centrifugar 10 minuts a 400 g i 4°C, i, després de descartar el
sobrenedant, es va resuspendre el sediment, que contenia els nuclis, amb 200
UL del tampdé Szak’s RIPA (Taula 14), suplementat amb inhibidor de
proteases, 50 mM de fluorur sodic, 5 mM de butirat sodi i 0,5 mM d’AEBDF.
Posteriorment, el sediment es va incubar 5 minuts en gel. D’aquesta manera

els nuclis es van lisar i es va obtenir una solucié de cromatina.
2.12.1.2. Sonicacio6 de la cromatina

La cromatina es va sonicar per a obtenir fragments entre 500 i 1.000 pb, que
és la mida optima perque els anticossos puguin immunoprecipitar els
fragments de cromatina i els encebadors es puguin hibridar correctament amb
la sequencia de DNA. La sonicacio es va realitzar amb el Bioruptor® NGS
(Diagenode, Liége, Beélgica) seguint un protocol de 30 cicles, en qué cada
cicle consta de 30 segons ON/30 segons OFF, a una frequéncia alta. El
Bioruptor® produeix la fragmentacié de la cromatina gracies a ultrasons
generats a través d'un bany d’aigua mantingut a 4°C. Abans de seguir
endavant amb el protocol es va comprovar la mida dels fragments i la qualitat

del DNA amb I'equip 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).
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Les mostres sonicades es van centrifugar 10 minuts a 1.400 g i 4°C, per tal de
sedimentar les restes nuclears i només seleccionar el sobrenedant, el qual
contenia la cromatina fragmentada. El sobrenedant es va transferir a un nou
tub, i se’'n va separar un 2% per a ser utilitzat com a input (cromatina sense
immunoprecipitar). Els inputs es van resuspendre amb el tampd d’elucié
Tailandis 1X (Taula 14) fins a un volum final de 250 pL, i després es van

congelar a -20°C fins a la seva utilitzacio.
2.12.1.3. Immunoprecipitacié de la cromatina

La immunoprecipitacié de la cromatina es va fer utilitzant la proteina G
magnetica. L'avantatge d’aquesta proteina G és que permet capturar-la amb
una gradeta magnética (DynaMag'™-2 Magnet, Thermo Fisher Scientific). En
un primer pas, per cada mostra es van rentar 20 pL de proteina G amb tampoé
Szak’s RIPA durant 5 minuts a 4°C en una plataforma rotatoria. A continuacio,
la proteina G es va bloguejar amb 500 pL de la solucié de bloqueig per ChiIP
(Taula 14) durant 1 hora a 4°C en una plataforma rotatoria, per tal d’evitar que
la proteina G s’unis inespecificament a la cromatina. Paral-lelament, es va fer
el preaclariment de les mostres de cromatina incubant-les amb 20 pL de
proteina G magnética (préeviament rentada dues vegades amb tampd Szak’s
RIPA) durant 1 hora a 4°C en una plataforma rotatoria, per a eliminar les
unions inespecifiques en abséncia de l'anticos. Un vegada blogquejada la
proteina G, es va rentar dues vegades amb tampd Szak’s RIPA. Aleshores
s’hi va afegir la mostra de cromatina preaclarida i 5 pg de I'anticos d’interés
(a-GATA4, a-GATAS o a-GATAG; Taula 6), i es va incubar tota la nit a 4°C en
rotacié. Acabada la incubacio, la proteina G es va rentar amb 500 L dels
tampons seguients amb incubacions de 5 minuts a 4°C en rotacio: dues
vegades amb el tamp6 Szak’s RIPA, quatre vegades amb el tampo de rentat
(Taula 14), dues vegades amb el tampd Szak’s RIPA i dues vegades amb TE
1x. Per a eluir els immunocomplexos es va incubar la proteina G amb el

tampo6 d’elucio Tailandis 1X (Taula 14) durant 10 minuts a 65°C. Després de
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capturar la proteina G amb la gradeta magnetica, es va recollir el

sobrenedant, que contenia la cromatina eluida, i es va transferir a un nou tub.

En aquest punt del protocol es van descongelar els inputs de -20°C i a partir
d’aqui van seguir el mateix tractament que els immunoprecipitats. Les mostres
es van incubar 1 hora a 37°C amb 1 pg RNAasa (Qiagen; per a reduir el soroll
de fons causat per 'RNA) i 100 ug de Proteinasa K (5 Primer; per a digerir les
proteines i d’aguesta manera augmentar I'eficacia de la purificacié del DNA).
A continuacid, es va revertir la fixacié de les proteines al DNA amb 200 mM de
NaCl durant 5 hores a 65°C.

2.12.1.4. Purificaci6é del DNA i gPCR

Del material immunoprecipitat, se’'n va purificar el DNA amb el Kkit
NucleoSpin® Gel & PCR Clean-up (Macherey-Nagel), seguint el protocol de
PCR Clean-up, i seguidament es va quantificar amb el NanoDrop-1000. El
DNA immunoprecipitat es va analitzar per gPCR utilitzant encebadors

especifics per multiples regions del gen SCN5A huma (Taula 5).

Els resultats obtinguts de la gPCR es van analitzar seguint el métode del
percentatge d’input. Aquest métode consisteix a relativitzar els valors de Ct
obtinguts en les mostres de ChIP pel seu corresponent input. Per al calcul es
van seguir els passos seguents:

1) Es va ajustar el valor de Ct dels inputs tenint en compte el factor de
dilucié. La fraccio d’'input que es va utilitzar era el 2% de la cromatina de
partida, per tant, el factor de dilucié era 50. Aixi, I'input ajustat es va

calcular amb la formula seguent:

Ct input ajustat = Ct input - Log,50
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2) Finalment, per a calcular el percentatge d’input es va aplicar la férmula

seguent:
% input =100x 2 (Ctinput ajustat - Ct IP)
2.12.2. Re-ChIP

Tal com s’ha explicat anteriorment, el Re-ChlP consta de dues
Immunoprecipitacions sequencials de la cromatina. En aquest treball, el Re-
ChIP es va utilitzar per a estudiar si GATA4 interacciona amb altres factors de

transcripcié GATA cardiacs al gen SCN5A.

Les etapes del protocol de ReChIP sén les mateixes que per al protocol de
ChIP fins al moment de la incubaci6 de la cromatina amb I'anticos —en aquest
cas es va utilitzar I'a-GATA4 (Taula 6)—. Després de la incubacid, la proteina
G es va rentar dues vegades amb el tamp6 Szak’s RIPA i, a continuacio, es
van eluir els immunocomplexos incubant dues vegades les mostres amb 75
pL de dithiothreitol (DTT) 10 mM, durant 15 minuts a temperatura ambient. Per
a evitar els efectes del DTT en la funcié de l'anticos secundari, els eluits es
van diluir deu vegades amb el tampdé Szak’s RIPA. La segona
immunoprecipitacio es va dur a terme incubant els eluits amb 20 pL de la
proteina G préviament pre-bloquejada i 5 pg d’anticos a-GATA4, a-GATAS o
a-GATAG, durant tota la nit a 4°C. Els rentats posteriors a la incubacio i els
passos seguents (purificacié del DNA i gPCR) s6n els mateixos que per al
protocol de ChlIP.
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Taula 14. Tampons per a ChIP i Re-ChlIP

2.13. Estudi de I'expressio dels factors GATA cardiacs en el

cor huma

L’expressio dels factors GATA en el cor huma es va estudiar a nivell d'mRNA

(per gPCR i ddPCR), i a nivell de proteina (per western blot).
2.13.1. Analisi dels nivells d’mRNA

Es va aillar 'RNA total d’'una mostra de 30 mg de ventricle esquerre amb el
RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit® (Qiagen), seguint les instruccions del
fabricant. Per a evitar contaminaci6 amb DNA genomic es va incloure un
tractament amb DNasa I. La concentracio i la qualitat de I'RNA es va analitzar
amb el NanoDrop-1000. Seguidament, es va obtenir el cDNA per transcriptasa

inversa d’'1 pg d’RNA total utilitzant el QuantiTect Reverse Transcription Kit®

(Qiagen).
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Per a I'analisi amb gPCR es va seguir el protocol descrit en l'apartat 2.7.2.2.
Es van utilitzar encebadors d’huma previament validats (GATA4, GATAS,
GATA®) i els resultats es van analitzar pel métode del delta-delta Ct utilitzant

GAPDH com a gen constitutiu.

L’analisi amb Droplet Digital PCR (ddPCR) es va realitzar al laboratori del Dr.
lvan Garcia-Bassets a la Universitat de California, San Diego (UCSD). La
ddPCR és un metode molt precis que permet una quantificacié absoluta de la
concentracié de DNA. L'equip de ddPCR que es va utilitzar era el QX200
Droplet Digital PCR System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) amb el software
QuantaSoft (Bio-Rad). L’equip consta d’'un generador de gotes i d’'un lector de
fluorescencia. La reaccio de ddPCR es va dur a terme amb 20 pL totals, els
guals contenien la Supermix de ddPCR 1x, 250 nM de sonda marcada amb un
fluorocrom del gen destudi (GATA4-FAM, GATA5-FAM, GATA6-FAM o
SCN5A-FAM), 250 nM de la sonda marcada amb un fluorocrom del gen de
referencia (GAPDH-HEX o GATA4-HEX), 900 nM dels encebadors comercials
especifics i 1 uL de cDNA, d’acord amb les recomanacions del fabricant (tots
els components eren de Bio-Rad). A continuacio, la reacci6 es va transferir al
sistema generador de gotes, el qual mitjancant la preséncia d’oli divideix la
mostra en milers de gotes de tipus emulsioé aigua-oli. De cada mostra, es van
traspassar 40 pL de les gotes formades a una placa especial per a I'equip de
la ddPCR, i es va portar a terme la PCR en un termociclador. Les condicions
de PCR eren les seguents: 10 minuts a 95°C, 40 cicles de 30 segons a 94°C i
1 minut a 60°C, i 10 minuts a 98°C. Finalment, es va llegir la placa al lector de
fluorescencia. La fluorescéncia, que ve donada pels fluorocroms FAM i HEX
de les sondes, permet determinar la quantitat de DNA del gen d’interes

respecte al gen de referencia.

137



Materials i métodes

2.13.2. Analisi de proteines

Per a obtenir proteines solubles del cor huma, es va disgregar
aproximadament 0,5-1 g de mostra de ventricle esquerre huma amb un morter
en nitrogen liquid. A continuacid, les mostres es van resuspendre en tampoé de
lisi (Taula 12) i es van homogeneitzar amb el Polytron (Kinematica), mantenint
sempre les mostres en gel. L’homogeneitzat obtingut es va centrifugar 15
minuts a 16.000 g i 4°C, i el sobrenedant, que contenia les proteines solubles,
es va analitzar per electroforesi SDS-PAGE i western blot (apartats 2.6.4 i
2.6.5). Es van emprar els anticossos primaris a-GATA4, a-GATAS, a-GATAG |
a-ACTINA (Taula 6). Per a detectar GATA4 i GATAG6 es va utilitzar un anticos
secundari a-cabra, mentre que per a la deteccido de GATAS i a-ACTINA es va

emprar un anticos a-conill (Taula 7).
2.14. Immunofluorescéncia de mostres de cor de ratoli

La immunofluorescencia és la deteccio in situ d’una proteina en una cél-lula o
teixit, mitjancant la utilitzacié d’anticossos units quimicament amb fluorocroms.
La reaccio antigen-anticos es pot visualitzar posteriorment amb un microscopi
de fluorescéncia. En aquest treball es van emprar seccions de ventricle de
ratolins sans, previament congelats, i es va immunodetectar la proteina
GATAS.

2.14.1. Preparacio de la mostres de cor de ratoli

Les mostres provenen de ratolins adults de la soca B6D2F1/OlaHsd (Harlan
Laboratories). Els animals van ser sacrificats per dislocacio cervical i, una
vegada extret el cor, aquest es va tallar a l'altura de les papil-les musculars
per tal d’aillar-ne els ventricles. Posteriorment, el teixit ventricular es va fixar
amb la soluci6 de fixacio (Taula 15) a 4°C i en agitacié durant tota la nit, per
tal de conservar les estructures del teixit. Després de diversos rentats amb
aigua destil-lada, el teixit ventricular es va incubar amb una solucié de
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sacarosa (Taula 15) durant tota la nit a 4°C. Aquesta solucié serveix per a
igualar I'osmolaritat del teixit amb la del medi que s'utilitzara en el pas
seglent. Les mostres es van impregnar amb el medi Tissue-Tek O.C.T.
(Optimum Cutting Temperature; VWR, Radnor, PA, EUA), que és una
formulacid de glicols i resines solubles amb aigua que proporciona les
condicions idonies al teixit per a ser tallat posteriorment amb el criostat. El
teixit es va congelar amb isopropanol previament refredat amb nitrogen liquid.
Un cop congelat, es va tallar en seccions transversals amb un criostat
CM3050S (Leica, Barcelona, Espanya) i es van col-locar en un portaobjectes
Superfrost plus (Thermo Scientifics). Les mostres es van conservar a -80°C

fins a la seva utilitzacio.
2.14.2. Immunodeteccidé de GATAS

Les mostres de teixit es van descongelar 5 minuts a temperatura ambient.
Aleshores es van rentar tres vegades amb PBS pH 7,4 (Gibco) durant 3
minuts en lleugera agitacidé, submergides en un una cubeta de vidre,
anomenada coplin, que contenia un suport per a col-locar els portaobjectes
(en tots els rentats del protocol realitzats d’'ara endavant es van seguir
aguestes condicions). Després dels rentats es va utilitzar un bloquejador liquid
per a crear un barrera hidrofobica al voltant del teixit, impedint d’aguesta
manera la pérdua dels reactius que s’hi van afegir posteriorment. Les mostres
es van bloguejar amb 100 pL de solucié de bloqueig (Taula 15) durant 1 hora
en foscor en una cambra humida. La preséncia de serum en aguesta solucio
permet bloquejar les wunions inespecifiques del teixit amb les
immunoglobulines. A continuacié, es van incubar les mostres amb 100 pL de
I'anticos primari a-GATAS (Taula 6), diluit a 1:50 en la solucié de blogueig,
tota la nit a 4°C a la cambra humida. L'’endema, després de rentar tres
vegades les mostres amb PBS, es procedi a la incubaci6 amb 100 pL de
I'anticos secundari, i es deixa 1 hora a temperatura ambient en la cambra

humida. L'anticos secundari usat era un anti-conill conjugat amb el fluorocrom
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CY3 (Taula 7), que dona fluorescéncia vermella, a una dilucié 1:400 en la
solucié de bloqueig. Aleshores es va realitzar la tincié dels nuclis, afegint
directament sobre I'anticos secundari 100 pL d’'una solucioé de 4’,6-diamidino-
2-fenilindol dihidroclorur (DAPI; Sigma-Aldrich) diluit amb solucié de bloqueig
a una concentracio final de 5 pg/mL, durant 10 minuts a temperatura ambient.
A continuacié es van fer quatre rentats més de PBS. Finalment, s’afegiren 100
uL del medi de muntatge aquds Fluoromount (Sigma-Aldrich) amb I'ajut d’'un
cobreobjectes. Les mostres es van conservar a 4°C fins a la seva observacio

amb el microscopi laser confocal espectral (NIKON A1R).

Taula 15. Solucions per a laimmunofluorescencia.

2.15. Assajos d’acetilacio i desacetilacio in vitro i analisi per

espectrometria de masses

Per a estudiar I'acetilacio i la desacetilacié de lisines de la proteina GATA4
humana, es van realitzar assajos enzimatics in vitro emprant els péptids i els
reactius descrits en els apartats 1.3. i 1.4., respectivament. Els peéptids
liofilitzats es van reconstituir amb aigua per obtenir una concentracié de 0,5
mM. Les mostres es van analitzar posteriorment per espectrometria de

masses.
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2.15.1. Assaig d’acetilacio

Cadascun dels peptids (1 nmol) es va incubar amb 300 ng de p300
recombinant i 5 mM d’acetil-CoA, i es va completar el volum amb 20 uL de la
soluci6 d’acetilacio (Taula 16). Paral-lelament, per cada péptid es van realitzar
els corresponents controls: péeptid sol, peptid amb acetil-CoA i peptid amb
p300. L’assaig es va dur a terme durant tota la nit a 30°C en agitacié. Després
de la incubacid, la reaccié es va aturar afegint 2,2 pL de solucié 1 (Taula 16),
per tal d'aconseguir una diluci6 final d'acid formic a la mostra d’'1:10.
Previament a l'analisi per espectrometria de masses, els péptids es van
purificar amb les puntes Zip Tip® Pipette Tips (Merck Millipore). Aquestes
puntes contenen unes resines de silica a la part inferior que permeten
concentrar i dessalar els péptids. La purificacié amb Zip Tip® també es va fer
servir per a eliminar I'enzim p300 (que podria interferir en I'analisi
d’espectrometria), ja que la mida del porus de les puntes no permet el pas de
I'enzim. Per a la purificacié6 amb les puntes Zip Tip® es va seguir el protocol
estandard: (1) rentar dues vegades amb la solucié 2 (Taula 16); (2) equilibrar
la resina passant dues vegades la solucié 3 (Taula 16); (3) unir els péptids a
les resines fent 10 cicles d'aspirar-dispensar la mostra; (4) rentar dues
vegades amb la solucié 4 (Taula 16); i (5) eluir el peptid purificat amb la

solucio6 1.
2.15.2. Assaig de desacetilacié

Per a aquests assajos es va partir del peptid acetilat i purificat, obtingut en el
pas anterior. Primer es va eliminar el solvent de les mostres per evaporacio,
utilitzant un concentrador al buit (SpeedVac®, Thermo Fisher). A continuacio
es van afegir 300 ng dHDAC2 o HDAC4 recombinant al peptid acetilat i
dessecat, i es va completar fins a un volum de 20 pL amb tampo de
desacetilacié (Taula 16). La reaccio de desacetilacio es va incubar tota la nit a

30°C en agitaci6. La reaccio es va aturar amb 2,2 pL de la solucid 1, i els
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péptids es van purificar amb les puntes Zip Tip® seguint els mateixos passos

gue a l'assaig d’acetilacio.
2.15.3. Espectrometria de masses MALDI-TOF

L'espectrometria de masses MALDI prové de les sigles en anglés que
signifiquen desorcid/ionitzacié laser assistida per matriu. El detector de ions
acoblat al MALDI s’anomena TOF, que fa referencia a la separacio segons el
temps de vol. MALDI-TOF és una técnica extremadament sensible que permet
detectar components quimics o biologics en funci6 de la relacio

carrega/massa (z/m).

Les reaccions d’acetilacio o desacetilacié purificades es van analitzar per
MALDI-TOF. A un pou d’'un plat metal-lic Bruker Anchor Chip 384-spot MALDI
(Bruker Daltonics, MA) es va fixar 1pL de mostra juntament amb 0,5 pL de
matriu (Taula 16). Entremig de cada quatre pous es va posar 0,5 pL de la
solucié de calibracié (Peptide calibration Standard Il, Bruker Daltonics) amb
0,25 L de matriu. La placa es va deixar uns 30 minuts a temperatura ambient
fins que la mescla cristal-litzés. Aleshores la placa es va col-locar en
I'espectrometre MALDI-TOF. L’espectrometria per MALDI-TOF s’inicia amb la
irradiacio, mitjancant un laser, de la mescla cristal-litzada. Consequientment, la
matriu actua d’acceptadora de I'energia laser que transmet a la mostra, i
produeix la ionitzacié de la mostra generant ions de diferents mides. Els ions
sén accelerats per un camp electric, fins a arribar al detector. El temps que
tarden els ions a arribar a aquest detector és proporcional a la seva relacié
m/z. (Figura 26)

L’espectre de masses, que es va fixar a una relacié m/z entre 900 i 4.000, es
va adquirir amb l'espectrometre de masses Ultraflex MALDI-TOF (Bruker
Daltonics) en mode de ions positius. L'analisi es va fer amb el programa

FlexAnalysis v.2.0.
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Figura 26. Esquema de I'espectrometre MALDI-TOF. Les mostres son irradiades amb el
laser i aleshores es separen en el tub de temps de vol en funcio de la relacio carrega/massa.

Extreta i adaptada de www.studyblue.com.

2.15.4. LC-MS/MS

La reaccio d'acetilacido corresponent al péptid 3 també es va analitzar per
espectrometria de masses en tandem acoblada a un sistema de cromatografia
en fase liquida (LC-MS/MS). Aguesta tecnica permet detectar la posicio
exacte de les modificacions posttraduccionals presents en un péptid. L'analisi
per LC-MS/MS es va dur a terme al Centre de Regulacid6 Genomica
(Barcelona, Espanya). El péptid 3 acetilat es va digerir amb tripsina i
posteriorment es va assecar amb un concentrador al buit (SpeedVac) i
resuspendre amb 150 pL d’acid formic 1%. Una aliquota de 2 pL es va injectar
al sistema LC-MS/MS (LQT-Orbitrap). Es va utilitzar la cromatografia en fase
liguida amb una columna C18 (75um @i, 10 cm, nano Acquity, 1.7 um BEH
column) en aigua i gradient d’acetonitril de I'1 al 40% durant 20 minuts i del 40
al 60% durant 5 minuts, a una velocitat de flux de 250 nl/min. Els péptids eluits
es van ionitzar a 1.6-2.1kV. Les masses dels peptids (m/z 350-1700) es van
detectar amb el mode Full Scan MS. Els pics es van fragmentar utilitzant hel

com a gas de col'lisi6 amb una energia de col-lisié normalitzada del 38%:; les
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dades es van adquirir utilitzant el programa Thermo Xcalibur (v.2.1.0.1140). La
identificacié de proteines es va dur a terme amb el Proteome Discoverer
(Thermo Scientific) i el cercador Sequest utilitzant la seqiencia FASTA de
GATA4 d’huma.

Taula 16. Solucions per a les reaccions d’acetilacié i desacetilacié i per a les analisis
de MALDI-TOF
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1. Regulaci6 del gen SCN5A pels factors GATA

cardiacs

1.1. En el gen SCN5A huma s’han predit diversos motius GATA

Amb I'objectiu d’explorar si els FT GATA cardiacs (GATA4, GATAS i GATAG)
regulen la transcripcid del gen SCN5A, es van cercar llocs d'uni6 GATA,
anomenats també motius GATA, a la regid6 compresa entre -1.125 i +857 pb
respecte al TSS d’'SCNb5A. La seleccié d’aquesta regidé es va basar en analisis
publicades que indiquen que el promotor (de -261 a +140 pb respecte al TSS)
i l'intr6 1 (de +198 a +16.368 pb respecte al TSS) contenen multiples regions

conservades que podrien ser importants per a la regulacié d’'SCN5A*®.

La cerca de motius GATA es va fer utilitzant dos programes bioinformatics de
prediccid, MEME i TFSearch, els quals van predir diversos motius en la regio
estudiada. Ambdds programes coincideixen en que la majoria dels motius
GATA es troben a l'intré 1, tot i que les posicions dels motius GATA predits
varien lleugerament entre un programa i l'altre, possiblement a causa dels
diferents algoritmes que utilitzen cadascun d’ells per a realitzar les prediccions
(Figura 27). Aquestes observacions estan dacord amb les analisis
publicades, que descriuen I'intré 1 com la regié amb més densitat de regions
reguladores del gen SCN5A™®. Anteriorment, ja s’havia identificat un lloc
d'uni6 GATA a l'intr6 1, la mutacido del qual produeix una disminucié de
I'activitat del promotor SCN5A en cardiomiocits neonatals de ratoli. Aquesta
observacio estaria d’acord amb un paper positiu d’aquest motiu en la regulacio
de la transcripcié d’SCN5A™*. En conjunt, aquests resultats suggereixen que
els FT GATA cardiacs podrien unir-se en regions reguladores del gen SCN5A

per controlar-ne la transcripcio.
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Figura 27. Possibles motius GATA en el gen SCN5A huma. La seqliéncia correspon a la
regié de -1.125 a +857 pb respecte al TSS d’'SCN5A (les posicions genomiques segons la
versid6 GRCh37 sén de 38.692.343 a 38.690.362 pb del cromosoma 3). Els motius GATA
identificats amb els recursos bioinformatics TFSearch i MEME es marquen amb blau i

taronja, respectivament.
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1.2. GATA4 regulala transcripcié del gen SCN5A

GATAA4 és considerat un dels FT més rellevants de la xarxa transcripcional del
cor, on actua regulant I'activitat de nombrosos promotors cardiacs, tant durant
la cardiogénesi com en els cardiomiocits adults. Atesa la importancia de
GATA4 al cor i la preséncia de possibles motius GATA al promotor i I'intré 1
d’'SCNb5A, es va estudiar el paper de GATA4 en lI'expressié del gen SCN5A,

utilitzant com a model les cel-lules cardiaques de rata H9c2.
1.2.1. GATA4 controla els nivells d'mRNA d’SCN5A

Per tal d’estudiar si els nivells endogens de GATA4 contribueixen a mantenir
els nivells dmRNA d’'SCN5A, es van realitzar experiments de knockdown de
GATAA4. Es van transfectar cel-lules H9c2, amb dos siRNA especifics per a
GATA4 de rata (GATA4-1 o GATA4-2) o bé amb siRNA control, i
posteriorment es van analitzar els nivells dmRNA de GATA4 i SCN5A per
gPCR. Ambdés siRNA per a GATA4 van induir una reduccié dels nivells
d'mRNA de GATA4 en un 80-90% en comparacié amb el siRNA control
(Figura 28A). Aquesta reduccio dels nivells dmRNA de GATA4 va associada
a una disminucio del 40-50% dels nivells dmRNA d’'SCN5A, la qual cosa
suggereix que GATA4 té un paper clau en regular I'expressié del gen SCN5A
(Figura 28B). En paral-lel, es va analitzar I'expressio del gen ANP, que ha
estat descrit com un gen diana de GATA4. Concretament, s’ha observat que
embrions de ratolins knockout heterozigots per a GATA4 *" presenten una
disminucié del 20% dels nivells d'mRNA de 'ANP **®. D’acord amb aquests
estudis, en les cel-lules H9c2 transfectades amb siRNA per a GATA4 es va
detectar una disminucio del 40-60% dels nivells d’'mRNA del gen ANP (Figura
28C).

Amb I'objectiu de determinar si la funcioé reguladora de GATA4 és general a
nivell dels canals ionics, es va analitzar 'mRNA del gen KCNH2. Aquest gen

codifica pel canal de potassi Ky11.1 i també participa en el PAC. En aquest
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cas, els nivells dmRNA de KCNH2 es van mantenir invariables (Figura 28D).
Aquest resultat indica que l'efecte dels siRNA per a GATA4 no és un
mecanisme general dels gens involucrats en l'activitat electrica del cor i
demostra especificitat dels resultats sobre SCN5A. En conjunt, aquests
experiments proposen que el factor GATA4 endogen controla la transcripcio
basal del gen SCN5A.

Figura 28. Efecte dels siRNA per a GATA4 sobre els nivells d'mRNA d’SCN5A. Analisi
per gPCR dels nivells dmRNA de GATA4 (A), SCN5A (B), ANP (C) i KCNH2 (D), 48 hores
després de transfectar cél-lules H9c2 amb siRNA control o per a GATA4 (siRNA GATA4-1 o
GATA4-2). Els resultats mostrats estan normalitzats per -ACTINA i representats com a
percentatge respecte al siRNA control (mitjanatES, n=8). Per a l'analisi estadistica es va

realitzar una prova t-Student relativa al sSiRNA control. *p<0,05, **p=<0,01 i ***p=<0,001.
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1.2.2. La fenilefrina indueix I'’expressié d’'SCN5A

La fenilefrina és un agonista especific dels receptors a,-adrenergics, els quals
quan s6n activats inicien la via de les MAPK*®°. En el cor, I'activacié d’aquesta
via dbéna lloc a una fosforilacio d’'un ampli ventall de dianes intracel-lulars,
principalment FT cardiacs. Com a resultat, es produeix una reprogramacio de
I'expressio de gens implicats en la hipertrofia cardiaca. GATA4 és un dels FT

que esdevé fosforilat i aixi augmenta la seva activitat transcripcional*®® 17 198,

Per tal d’examinar si I'activacio de GATA4 a traves de la ruta de les MAPK té
un efecte sobre I'expressio del gen SCN5A, es van realitzar experiments en
cél-lules H9c2 en presencia de fenilefrina. Concretament, es van analitzar els
nivells dmRNA d’SCN5A per qPCR després d’estimular les cél-lules H9c2
amb fenilefrina. Es va observar que les cel-lules tractades amb aquest
agonista adrenérgic presentaven un augment del 50% en els nivells d'mRNA
d’SCN5A, en comparacio amb les cel-lules no tractades (Figura 29). Tot i que
la fenilefrina augmenta l'activitat de GATA4, no es va observar cap efecte
sobre els nivells dmRNA de GATA4, tal i com ja havia estat descrit'®.
Aquests resultats suggereixen que l'activacio de GATA4 induida per la
fenilefrina augmenta els nivells d'mRNA d’'SCN5A, i recolza els experiments

de siRNA que proposen que GATA4 és un activador de I'expressié d’'SCN5A.
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Figura 29. Efecte de la fenilefrina sobre els nivells d’'mRNA d’SCN5A. Analisi per gPCR
dels nivells d’'mRNA de GATA4 i SCN5A de cél-lules cardiagues H9c2 tractades amb 30 pM
de fenilefrina (FE) durant 24 hores. Els nivells de transcrits mostrats estan normalitzats per
[-ACTINA i representats com a percentatge respecte a la condicié control (no tractada amb
fenilefrina) (mitjanatES, n=6). Per a 'analisi estadistica es va realitzar una prova t-Student

relativa a la condicié control. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

1.3. GATA4 i GATAS cooperen en la regulacié del promotor
d’SCN5A

Diversos estudis han demostrat que els factors GATA poden funcionar
cooperativament i modular de manera sinergica I'expressio de determinats
gens™®. Aquest mecanisme de cooperacié es duu a terme mitjancant la
formacié de complexos proteics que s’uneixen en les regions promotores o
enhancers dels gens que regulen. Partint d’aquest precedent, es va planejar
estudiar possibles sinérgies entre els diferents factors GATA cardiacs en la
regulacio del promotor d’SCN5A.

1.3.1. GATA4 i GATAS sinergitzen per a activar el promotor d’SCN5A

Tal com s’ha comentat a la introduccio, els factors GATA reconeixen les

mateixes seqlencies en el genoma. Per aquesta rad, es va examinar si els
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altres factors GATA cardiacs (GATA5 i GATA6) també participen en la
regulacié de la transcripcio d’'SCN5A. Es van cotransfectar cél-lules H9c2 amb
el PromotorA-luciferasa (que conté la regié promotora del gen SCN5A huma
corresponent als nucleotids -713 a +282 pb respecte al TSS) i quantitats
creixents dels vectors d’expressio de GATA4, GATAS5 o GATAG. Després de
24 hores de la transfeccio, es va avaluar I'activitat del promotor d’'SCN5A
mitjancant I'analisi de I'activitat luciferasa dels lisats cel-lulars. Els experiments
de western blot van confirmar que els tres vectors pels factors GATA
s’expressaven correctament en les cel-lules H9c2 préviament transfectades
(Figura 30B). D’acord amb els experiments de knockdown, es va observar
que la sobreexpressié de GATA4 augmenta significativament I'activitat del
promotor, de forma depenent de la dosi (Figura 30A). La sobreexpressié de
GATAS també va estimular significativament 'activitat del promotor, tot i que
en menor mesura que GATA4. En canvi, GATA6 va mostrar un efecte lleuger
sobre el promotor d’'SCN5A, i només va donar lloc a una activacié significativa
a altes concentracions. Per a descartar la possibilitat que GATAG6
sobreexpressat fos funcionalment defectuds, es va examinar l'efecte de
GATAG sobre el promotor del gen pancreatic PDX1, que és un gen diana de
GATA4 i GATA6. D'acord amb resultats préviament publicats'®®, es va
observar que la sobreexpressié de GATA6 en cel-lules HEK293T activa el
promotor PDX1 i, per tant, es va constatar que la proteina GATAG6 és activa
transcripcionalment (Figura 32). En conjunt, aquests resultats indiquen que
GATA4 i GATADS son factors activadors de la transcripcio d’'SCN5A.
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Figura 30. Efecte dels factors GATA cardiacs sobre I'activitat del promotor d’'SCN5A.
A. Assajos luciferasa de les cel-lules H9c2 transfectades amb el PromotorA-luciferasa (200
ng) i el promotor EF1a-renilla (20 ng), juntament amb quantitats creixents (600, 1.200 i 1.800
ng) dels vectors d’expressio dels factors GATA cardiacs. La quantitat total de DNA es va
ajustar amb pcDNA3.1. Els valors de luciferasa representats estan normalitzats pels valors
de renilla i es mostren relatius al control (condici6 en abséncia de factors GATA)
(mitjanatES, n=6). Per a I'analisi estadistica es va realitzar una prova t-Student relativa al
control. *p=<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001. B. Western blot de les cél-lules H9c2 transfectades
amb els vectors d’expressié dels factors GATA cardiacs (1.200 ng). Les proteines es van
detectar mitjancant anticossos a-GATA4, a-GATAS i a-Flag/GATAG. L'actina es va utilitzar

com a control de carrega.

A continuacié, es va examinar si els factors GATA actuen de manera sinérgica
en l'activacio del promotor d’'SCN5A. Es van realitzar assajos luciferasa de
cel-lules H9c2 cotransfectades amb el PromotorA-luciferasa i diferents
combinacions dels vectors d’expressié de GATA4, GATAS i GATAG6. Es va
observar un efecte sinergic en [lactivacié del promotor d’'SCN5A en
cotransfectar GATA4 i GATAS (Figura 31). La combinacio de GATAS i GATA6
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va donar lloc a una activacié corresponent aproximadament a la suma de les
activitats transcripcionals produides pels dos factors individualment. En canvi,
en preséncia de GATA4 i GATAG6 el nivell d’activacio del promotor va ser
practicament igual al produit per GATA4 sol. Aquest resultat suggereix que
GATA4 té una major preferencia pel promotor d’'SCN5A en comparacio amb
GATAG. Altrament, es va observar que GATA4 i GATA6 sobreexpressades
actuen sinérgicament en l'activacié del promotor de PDX1, tal com s’havia

descrit préviament (Figura 32) *°.

Figura 31. Efectes sinergics entre factors GATA cardiacs en l'activitat del promotor
d’SCN5A. Experiments de luciferasa realitzats en cél-lules H9c2 transfectades amb el
PromotorA-luciferasa (200 ng), el promotor EFla-renilla (20 ng) i els vectors GATA indicats
(1.200 ng). La quantitat total de DNA es va ajustar amb pcDNA3.1. Els valors de luciferasa

estan normalitzats pels valors de renilla i representats relatius a la condicié control (condicié
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en abséncia de factors GATA) (mitjanatES, n=6). L'analisi estadistica per a determinar el
nivell de significanca de l'activitat del promotor es va realitzar mitjancant una ANOVA
multifactorial, comparant les diferents combinacions de factors GATA amb cada un dels
factors GATA individualment. Els valors de significanca de I'activitat del promotor d’SCN5A
en presencia de cada un dels factors GATA individualment respecte el control és el mateix
gue s’ha mostrat a la figura 30. *p<0,05, **p<0,01 i ***p=<0,001.

Figura 32. Efecte de GATA4 i GATAG6 sobre I'activitat del promotor PDX1. Assajos
luciferasa en cél-lules HEK293T transfectades amb els promotors PDX1-luciferasa (200 ng) i
EFla-renilla (20 ng), juntament amb els vectors d’expressiéo de GATA indicats (1.200 ng). La
guantitat total de DNA es va ajustar amb pcDNA3.1. Els valors de luciferasa representats
estan normalitzats pels valors de renilla i es mostren relatius al control (condicié en abséncia
de factors GATA) (mitjanatES, n=3). Per a I'analisi estadistica es va realitzar una prova t-
Student relativa al control. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

1.3.2. GATA4 interacciona amb GATAS

Partint de I'efecte cooperatiu observat entre GATA4 | GATAS sobre SCN5A,
es va decidir investigar si ambdos FT interaccionen fisicament. Es van
transfectar cel-lules HEK293T amb els vectors dexpressid6 GATA4/HA i
GATAS. Al cap de 48 hores, es va immunoprecipitar GATA4 dels lisats
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cel-lulars amb un anticos a-HA. Mitjancant I'analisi per western blot del
material immunoprecipitat es va detectar una banda corresponent a GATAS5, la
gual cosa indica que GATA4 i GATAS interaccionen fisicament en cel-lules
(Figura 33; carril 3 IP). Aquesta interaccio pot ser directa o bé indirecta, ja que
els dos FT podrien formar part d'un mateix complex proteic perd0 no
necessariament interaccionar fisicament entre ells. L’analisi per western blot
dels inputs (mostres no immunoprecipitades) va evidenciar que els vectors
d’expressio de GATA4 (carril 2 input) i GATAS (carril 3 input) s’expressaven
correctament en les cel-lules HEK293T. El resultat observat coincideix amb el
d'un altre estudi que descrivia la interaccié entre GATA4 i GATA5 en
condicions in vitro en assajos de GST-pulldown®®. Mentre s’estava escrivint

aquesta tesi, es va publicar un resultat similar també en cél-lules HEK293T?%*,

Figura 33. Immunoprecipitaci6 de GATA4 i GATAS en extractes cel-lulars d’"HEK293T.

Western blot a partir dels lisats de cél-lules HEK293T préviament transfectades amb els
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vectors d’expressié de GATA4/HA (7,5 pg) i GATAS (7,5 pg). En el panell superior es
mostren els inputs (I'1% de la proteina total) i el panell inferior correspon a les mostres

immunoprecipitades amb I'anticos a-HA.

1.4. L’activacio transcripcional d’SCN5A per GATA4 i GATAS

és depenent de motius GATA

1.4.1. L’intr6é 1 d’SCN5A conté importants regions reguladores

Les analisis del gen SCN5A mitjancant les eines MEME i TF Search (Figura
27) prediuen diversos motius GATA a l'intré 1 d’'SCN5A. Per aquesta rao es
va investigar l'efecte dels factors GATA en un segon vector anomenat
PromotorB-luciferasa (conté el fragment corresponent a la regié -260 a +612
pb del gen SCN5A). Aquest fragment inclou el promotor d’SCN5A i una regi6

de l'intr6 1 més extensa que el PromotorA.

En primer lloc es va comparar l'activitat basal dels Promotors A i B en les
cel-lules H9c2. El PromotorB va mostrar una activitat tres vegades més gran
gue la del PromotorA (Figura 34A). Aquest resultat suggereix que lintré6 1
conté regions reguladores amb funcié activadora de la transcripcid, i concorda
amb els estudis que descriuen que l'intré 1 conté abundants elements
reguladors'®. A continuacié, es va comparar I'efecte dels factors GATA4 |
GATAS en l'activitat dels Promotors A i B. Tot i que no es van detectar
diferéncies significatives en l'activacié dels promotors per GATA4 o GATAS de
forma individual, I'efecte sinérgic de GATA4 i GATAS va ser significativament
major sobre el PromotorB que no en el PromotorA (Figura 34B). Finalment,
també es va comparar I'efecte del knockdown de GATA4 sobre el PromotorA i
el PromotorB. Ambdds siRNA per a GATA4 (GATA4-1 i| GATA4-2) van induir
una reduccio similar, d’'un 40-60%, de I'activitat dels promotors respecte a les
cél-lules control (Figura 34C). En conjunt, aquests resultats confirmen la

rellevancia de I'intré 1 en la regulacio d’'SCN5A pels factors GATA.
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Figura 34. Activitat dels promotors A i B d’SCN5A. A. Esquema dels PromotorA i
PromotorB d’'SCN5A. Els nimeros indiquen les posicions inicials i finals que comprenen les
regions promotores, respecte al TSS (que s'indica amb una fletxa). B. Experiments de
luciferasa realitzats en cél-lules H9c2 transfectades amb el PromotorA-luciferasa o el
PromotorB-luciferasa (200 ng) i el promotor EFla-renilla (20 ng). Els valors de luciferasa
estan normalitzats pels valors de renilla (mitjanatES, n=5). L’'analisi estadistica es va
realitzar amb la prova t-Student. C. Experiments de luciferasa en cél-lules H9c2
transfectades amb el PromotorA-luciferasa o el PromotorB-luciferasa (200 ng), el promotor
EFla-renilla (20 ng) i els vectors d’expressié dels factors GATA indicats (1.200 ng). La
quantitat total de DNA es va ajustar amb pcDNA3.1. Els valors de luciferasa estan
normalitzats pels valors de renilla i representats relatius a la condicié control (abséncia de
factors GATA) (mitjanazES, n=6). L'analisi estadistica es va realitzar amb la prova t-Student.

D. Assajos luciferasa en cél-lules H9c2 cotransfectades amb siRNA control o per a GATA4
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juntament amb el PromotorA-luciferasa o el PromotorB-luciferasa (200 ng) i el promotor
EFla-renilla (20 ng). Els valors de luciferasa representats estan normalitzats pels valors de
renilla i es mostren com a percentatge respecte al control (mitjanazES, n=3). L'analisi
estadistica es va realitzar amb la prova t-Student respecte al siRNA control. *p<0,05,
**p<0,01 i ***p<0,001.

1.4.2. Dos motius GATA de l'intré6 1 estan implicats en el sinergisme
entre GATA4 i GATAS

A continuacié, es va proposar estudiar si la funcié reguladora de GATA4 i
GATADS sobre el gen SCN5A depen de la presencia de motius GATA. Per a fer
aquests estudis, es van mutar dos motius GATA de l'intr6 1 del constructe
PromotorB-luciferasa. Es van seleccionar dos motius GATA que havien estat
previament identificats en les analisis bioinformatiques de predicci6 MEME i
TFSearch: un d’ells esta situat a +566/+569 pb (anomenat motiu GATA-A) i
I'altre a +403/+406 pb (anomenat motiu GATA-B), respecte al TSS (Figura
22B). Aquests dos motius GATA estan molt conservats entre els mamifers, la
gual cosa suggereix que sén elements reguladors importants per a I'expressio
d’'SCN5A (Figura 35A). Mitjancant mutagenesi dirigida es van generar dos
vectors: el mutant simple, que conté el motiu GATA-A mutat; i el mutant doble,
gue conté el motiu GATA-A i el motiu GATA-B mutats (Figura 35B). Els
vectors PromotorB WT o0 mutats es van transfectar en cél-lules H9c2
juntament amb vectors d’expressid dels FT GATA4 i GATASL. Els assajos
luciferasa van mostrar que l'activacido del promotor d’'SCN5A per part de
GATA4 disminueix significativament a mesura que augmenten el nombre de
motius GATA mutats (Figura 35C). En preséncia de GATA5S es va observar
una reduccio similar, tot i que en aquest cas no és significativa. D’altra banda,
I'efecte sinergic entre ambdds FT sobre el promotor d’'SCN5A disminueix
significativament en mutar els motius GATA; l'activitat del promotor es redueix
aproximadament un 20% quan el lloc GATA-A esta mutat, i un 40% quan
ambdos llocs GATA-A i GATA-B es troben mutats. Aquests experiments

indiquen que els dos motius GATA identificats a l'intr6 1 participen en la
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regulacio del promotor d’'SCN5A per part de GATA4 i GATAS; tot i aix0, no es
poden considerar completament indispensables, ja que l'activitat del promotor
d’'SCN5A sense aquests dos motius (PromotorA) també augmenta en

sobreexpressar GATA4 o GATADS, tot i que en menor mesura.
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Figura 35. Efecte de dos motius GATA mutats situats a I'intr6 1 en l'activacié del
promotor d’'SCN5A per GATA4 i GATAS. A. Conservacio dels dos motius GATA mutats
localitzats en I'intr6 1 d’'SCN5A en els diferents mamifers indicats. Les dades s’han obtingut
del Genome Browser de la Universitat de California, Santa Cruz (UCSC). B. Esquema
representatiu de les regions corresponents al PromotorB mutant simple i mutant doble. Els
nameros indiquen la posicié inicial i final respecte al TSS (representat amb una fletxa), i les
linies vermelles indiquen els dos motius GATA mutats que s’han estudiat. En el quadre
inferior s’indica el canvi de nucleodtids del motius GATA-A i GATA-B, aixi com també la
posicié genomica d'acord amb el GRCh37. C. Experiments luciferasa en cél-lules H9c2
préviament transfectades amb el PromotorB-luciferasa WT o les versions mutades (200 ng) i
el promotor EFla-renilla (20 ng), juntament amb els vectors d’expressiéo de GATA4 i GATAS
(1.200 ng de cada un). La quantitat total de DNA es va ajustar amb pcDNA3.1. Els valors de
luciferasa mostrats estan normalitzats pels valors de renilla, i es mostren respecte a la
condicié control (abséncia de factors GATA) (mitjanatES, n=3). L'analisi estadistica es va
realitzar amb la prova t-Student. *p<0,05, **p=<0,01 i ***p=<0,001.
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1.5. GATA4 i GATAS s’uneixen al promotor i intré 1 d’SCN5A
en cor huma adult

Per a estudiar si GATA4 i GATAS s’uneixen al promotor i intr6 1 d’'SCN5A en
el cor huma, es van realitzar assajos de ChIP, a partir de mostres de teixit
cardiac corresponents a ventricle esquerre huma adult. La cromatina es va
aillar de les mostres de teixit cardiac, i es va sonicar i se’n van obtenir
fragments d’entre 500 i 1.000 pb. A continuacio, els fragments de cromatina
es van immunoprecipitar amb anticossos a-GATA4, a-GATAS o a-GATAG. El
DNA immunoprecipitat es va analitzar per gqPCR amb encebadors especifics
per quatre regions diferents (Taula 5): dues de les regions estan situades al
promotor i a l'intr6 1 del gen SCN5A, concretament a -198 pb i a +505 pb
respecte al TSS, respectivament; les altres dues regions estan allunyades del

promotor, situades a -5.916 pb i a -8.803 pb respecte al TSS.

L’analisi per qPCR dels experiments de ChIP va mostrar que cap dels factors
GATA s’uneix a les regions més distals del promotor (Figura 36). En canvi, es
va detectar unié de GATA4 i GATAS al promotor i a I'intré 1 del gen SCN5A en
les mostres de ventricle, suggerint que ambdos FT regulen I'expressio
d’'SCN5A in vivo. D’altra banda, es va detectar un lleuger enriquiment de
GATAG al promotor i a I'intré 1, tot i que aquest no era significatiu respecte al
control negatiu (regié de -8.803 pb). Encara que no es pot descartar que
GATAG tingui un cert paper de regulacié sobre SCN5A, aquests resultats de
ChIP donen suport als estudis realitzats en cel-lules H9c2, en que s’observa
que GATA4 i GATAS5 tenen un paper meés important en la regulacio

transcripcional d’'SCN5A.

Per tal d’examinar si GATA4 interacciona amb GATA5 o GATAG6 i coocupen
les mateixes regions del gen SCN5A in vivo, es van realitzar experiments de
Re-ChIP amb les mostres de teixit cardiac huma. En un primer pas, es van

capturar les regions de cromatina unides a GATA4 utilitzant un anticos o-
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GATA4. En un segon pas, la cromatina immunoprecipitada amb anticos a-
GATA4 va ser sotmesa a una segona ronda d'immunoprecipitacio amb
anticossos a-GATA4, a-GATAS o a-GATAG6. D’aguesta manera, es van poder
seleccionar les regions de DNA on GATA4 es troba unida conjuntament amb
un altre factor GATA cardiac. Els resultats obtinguts van mostrar que els
fragments de DNA corresponents a la regio del promotor i de l'intr6 1 del gen
SCN5A i immunoprecipitats amb o-GATA4 van ser reimmunoprecipitats
eficientment amb I'anticos a-GATAS (Figura 37). Aquest resultat indica que
GATA4 i GATAS son reclutats conjuntament en el promotor i I'intré 1 del gen
SCN5A. Tanmateix, aquesta observacié suggereix que I'efecte sinergic
observat en els experiments en H9c2 també té lloc en el teixit cardiac. Aixi
doncs, es podria proposar que en el cor huma adult, GATA4 i GATA5
interaccionen fisicament (directament o indirectament) formant un complex
proteic al promotor i a I'intr6 1 d'SCN5A. D’altra banda, els resultats de
ReChIP van mostrar que la coocupacié de GATA4 i GATAG6 en la regi6 del

promotor i I'intré 1 no és significatiu respecte al control.

Figura 36. Analisi de la unié dels factors GATA cardiacs en el promotor i I'intré 1 del

gen SCN5A en el cor huma adult mitjangant ChIP. La cromatina aillada de les mostres de
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ventricle esquerre huma es van immunoprecipitar amb anticossos a-GATA4, a-GATAS i a-
GATAG. Els resultats es mostren com a percentatge d'input (mitjanazES; n=6). A la part
superior es mostra la posicié de les quatre regions amplificades pels encebadors utilitzats en
'andlisi de gPCR. Els numeros indiquen el parell de bases central de I'amplicé. L'analisi
estadistica es va realitzar amb la prova t-Student respecte a la regié de -8.803 pb. *p=<0,05,
**p<0,01 i ***p<0,001.

Figura 37. Analisi de la unié dels factors GATA cardiacs en el promotor i I'intré 1 del
gen SCN5A en el cor huma adult mitjancant Re-ChlP. La cromatina aillada de ventricle
esquerre d’huma i immunoprecipitada amb I'anticds a-GATA4 va ser re-immunoprecipitada
amb anticossos a-GATA4, o-GATA5, a-GATA6 o sense anticos (control negatiu). Els
resultats es mostren com a percentatge respecte a l'input i relatius respecte a la condicié
sense anticos (mitjanazES; n=6). L’'analisi estadistica es va realitzar amb la prova t-Student
respecte a la condicidé sense anticos. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

1.6. GATA4, GATAS i GATAG6 s’expressen en el cor huma adult

L’expressié dels factors GATA cardiacs al llarg del desenvolupament s’ha
estudiat en diversos models animals (ratoli, Xenopus, gallina, entre altres)**"
134 Aquests estudis coincideixen a observar que els tres factors s’expressen
en el cor durant etapes embrionaries, i que GATA4 i GATA6 també son
presents en l'adult. En canvi, no esta clara I'expressio de GATAS5 en el cor
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adult. En aquesta tesi es va realitzar, per primera vegada, un estudi exhaustiu
de I'expressio de GATA4, GATAS i GATAG, tant a nivell dmRNA com de
proteina, en el cor huma adult. La deteccio dels tres factors GATA cardiacs en
els experiments de ChIP mostrats anteriorment suggereix que s’expressen en
el cor adult. No obstant aix0, degut a la controversia existent respecte GATAS
es va considerar adient analitzar I'expressié d’aquests factors en mostres de

cor huma adult.

En primer lloc, es va extreure 'mRNA de les mostres de ventricle esquerre
huma adult i es va obtenir el cDNA per transcriptasa inversa. L'analisi per
gPCR del cDNA obtingut va mostrar que els tres factors s’expressen en teixit
cardiac, tot i que els nivells dmRNA de GATA4 i GATA6 soOn
considerablement més elevats que els de GATAS (Figura 38). La detecci6 de
senyal GATADS, encara que a baixa intensitat, indica la preséncia de molécules
d’mRNA de GATAS en les mostres de ventricle esquerre analitzades. Per a
corroborar aquesta Ultima observacio, en aquest experiment també es va
analitzar I'expressié del gen pancreatic PDX1 (com a control negatiu) en les
mateixes mostres. En aquest cas, els nivells dmRNA van ser totalment

indetectables.
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Figura 38. Analisi dels nivells d'mRNA de GATA4, GATA5 i GATA6 en ventricle
esquerre huma adult per gPCR. Els resultats representen els nivells dmRNA dels factors
GATA cardiacs relatius als valors d’'mRNA de GAPDH (n=5).

Posteriorment, es van analitzar els nivells dmRNA de GATA4, GATAS |
GATAG6 en 18 mostres de ventricle esquerre huma (4 mostres procedents de
donants sans i 14 mostres de pacients amb insuficiencia cardiaca) per
ddPCR, una técnica molt precisa i sensible per estudiar I'expressié. La técnica
de ddPCR utilitza sondes marcades amb fluorocrom i déna una quantificacié
absoluta dels nivells de transcrits presents en la mostra. Es van emprar
sondes especifiques pels tres factors GATA marcades amb el fluorocrom FAM
I una sonda per GAPDH marcada amb HEX, la qual es va utilitzar per
normalitzar els resultats obtinguts. L’analisi per ddPCR va permetre detectar
una elevada expressio de GATA4 i GATAG6 i uns nivells baixos dmRNA de
GATAS (Figura 39A), corroborant aixi els resultats obtinguts en la qPCR. Tot i
aixo, la concentracio de GATA5 que es va detectar en les mostres de cor és
significativament superior al senyal detectat en la reaccié sense DNA (Figura
39B). Tenint en compte les 18 mostres, els nivells d'mRNA de GATAG eren
3,6 vegades superiors als de GATA4, i els nivells dmRNA de GATA4 70

vegades superiors als de GATAS.
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Figura 39. Analisi dels nivells d'mRNA de GATA4, GATA5 i GATA6 en mostres de
ventricle esquerre huma per ddPCR. A. Es mostren els nivells dmRNA de GATA4,
GATAS i GATAG. B. Es mostren els nivells dmRNA de GATA5 comparats amb una reacci6
sense DNA. Per l'analisi es van utilitzar mostres de ventricle esquerre procedents de
donants i de pacients amb insuficiéncia cardiaca terminal (n=18). Les sondes emprades eren
GATA4-FAM, GATA5-FAM i GATAG6-FAM. Els resultats estan expressats com a copies
d’'mRNA/UL (mitjana+SD), i normalitzats per GATA4-HEX. Cada mostra es va analitzar 12
vegades. *p<0,05, **p=<0,01 i ***p=<0,001.
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A continuacio, es va estudiar I'expressié dels tres factors GATA cardiacs en el
cor huma adult a nivell de proteina. Es van obtenir lisats cel-lulars a partir de
les mostres de ventricle. Els lisats van ser posteriorment analitzats per
western blot amb anticossos especifics per cada factor GATA cardiac. En
aquests estudis, les proteines GATA4, GATAS i GATA6 van ser detectades
clarament (Figura 40), recolzant que els tres factors GATA cardiacs
s’expressen en el cor huma adult. Tot i aix0, la clara deteccié de proteina
GATAGS per western blot suggereix que no hi ha una correlacio directa entre

els nivells de proteina i els nivells d’'mRNA de GATAS observats.

Figura 40. Analisi de les proteines GATA4, GATAS5 i GATAG6 en el cor huma adult per
western blot. En un gel d'electroforesi SDS-PAGE es van carregar 0, 30 i 60 pg de proteina
total extreta de les mostres de ventricle esquerre huma adult i es van analitzar amb

anticossos a-GATA4, a-GATAS i a-GATAG. L'actina es va utilitzar com a control de carrega.

Per tal de corroborar la presencia de la proteina GATA5 en cor adult de
mamifer es va estudiar I'expressio utilitzant un altre model animal. Es van
realitzar experiments d’immunofluorescéncia en talls histologics procedents de
la regi6 del ventricle esquerre de ratoli adult. GATAS es va detectar amb un
anticos conjugat amb el fluorocrom Cy3, i els nuclis del teixit es van tenyir amb
DAPI com a colorant de contrast. L’'analisi de les tincions en un microscopi
confocal Nikon A1R van mostrar una deteccio clara de GATAS en les mostres

de teixit cardiac de ratoli adult (Figura 41). Per tant, aquest resultat recolza
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les observacions en cor huma i confirma que la proteina GATAS s’expressa en

el cor adult en mamifers.

Figura 41. Analisi de [I'expressi6 de GATA5 en el cor adult de ratoli.
Immunofluorescencia de talls histologics de cor de ratoli amb anticos a-GATAS i revelat amb
un anticos secundari conjugat amb Cy3 (vermell). Els nuclis estan tenyits amb DAPI (blau).

Les imatges estan obtingudes amb I'objectiu de 40x.

1.7. Els nivells dmRNA de GATA4 i SCN5A correlacionen en el
cor huma

Estudis previs han suggerit que una desregulacié de l'expressid del gen
SCNS5A podria induir alteracions en el PAC i, consequentment, donar lloc a
aritmies cardiaques'”. Per tal d’estudiar aquesta hipotesi, es va analitzar la
correlacié entre els nivells dmRNA d’SCN5A i el corrent de Na®. Per mesurar
el corrent d’entrada de Na" es va emprar el métode de patch-clamp. Com a
model experimental es van utilitzar oocits de Xenopus préviament injectats

amb concentracions creixents de cRNA d’SCN5A. Els oocits de Xenopus es
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van considerar un model d’estudi apropiat, ja que degut a I'abséncia d’'SCN5A
endogen el corrent de Na® mesurat depén totalment del cRNA injectat. La
caracteritzacio electrofisiologica va permetre registrar corrent de Na*, indicacié
d'una correcta expressié dels canals Nayl.5 a la membrana dels odcits
després d'injectar els cRNA. Els valors de corrent maxim per cada
concentracié de cRNA injectat estan representats a la figura 42A, i mostren
una relacio lineal i positiva entre el corrent de Na’ i els nivells de cRNA
d’SCN5A (r’=0,9962). A la figura 42B es mostren tragos representatius dels
corrents de Na* d’oocits injectats amb 1 ng/uL i 20 ng/uL de cRNA, i s’'observa
un major corrent en els o0cits injectats amb concentracions meés elevades de
cRNA. Aguests resultats suggereixen que les alteracions en la regulacio
transcripcional del gen SCN5A i, per tant, les alteracions en els nivells
d’'mRNA d’'SCN5A, podrien afectar directament el corrent de Na® en
cardiomiocits. Aquesta alteraci6 del corrent de Na', podria tenir

consequeéncies en el PAC i ser una possible causa d’aritmies cardiaques.

Figura 42. Estudi de la correlaci6 entre els nivells de cRNA d’SCN5A i el corrent de Na*
en oocits de Xenopus. A. Relacio entre els nivells de cRNA i el corrent de Na" registrat. Els
punts representen els pics de maxim corrent per cada concentracio i els numeros indiquen
les répliques realitzades per cada condici6. B. Tracos representatius del corrent de Na*
registrat per patch-clamp amb el mode whole cell en odcits de Xenopus injectats amb 1ng/puL

i 20 ng/pL de cRNA d’'SCN5A.
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Per tal d’examinar si els factors GATA cardiacs regulen I'expressié del gen
SCN5A en cor huma, es va estudiar la possible correlacié entre els nivells
d’'mRNA dels factors GATA i de 'SCN5A en cor huma mitjancant ddPCR. Es
van utilitzar les 18 mostres de ventricle esquerre huma adult que ja s’havien
utilitzat per la ddPCR en l'apartat 1.6., i es van analitzar amb sondes
especifiques pels tres factors GATA i per SCN5A marcades amb el fluorocrom
FAM.

Els resultats de ddPCR van mostrar una correlacio positiva i significativa
(coeficient de Pearson 0,63) entre els nivells d’expressio de GATA4 i SCN5A.
En canvi, no es va observar correlacio entre els nivells d’'SCN5A i GATAS o
GATAG6, ni entre els diferents factors GATA (Figura 43A i B). Aquests
resultats suggereixen que les variacions en els nivells dmRNA de GATA4
tenen un efecte sobre els nivells d’'SCN5A en teixit cardiac i, per tant, reforcen
el paper clau de GATA4 en la regulacié transcripcional d’'SCN5A en el cor
huma adult.
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Figura 43. Estudi de la correlaci6 entre els nivells d'mRNA d’'SCN5A i dels factors
GATA (A) i entre els diferents factors GATA (B). Analisi dels nivells d’'mRNA de GATA4,
GATAbL, GATAG6 i SCN5A (marcats amb sondes FAM) per ddPCR de 18 mostres de ventricle
esquerre huma. Es mostra la relacié entre els nivells d’'mRNA dels gens indicats en cada eix.
Els resultats obtinguts estan normalitzats pels nivells de GAPDH (marcat amb sonda HEX).
L'analisi estadistica es va fer amb la correlacié de Pearson, mostrada a la part superior de

cada grafic. Cada mostra es va analitzar 12 vegades. *p=<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.
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2. Modulacio de I'activitat del promotor d’SCN5A per

acetilacid/desacetilacié de GATA4

La funci6 del FT GATA4 esta modulada per diverses modificacions
posttraduccionals, entre les quals I'acetilacié de lisines és una de les més
estudiades. La forma acetilada de GATA4 té més afinitat d’'unié al DNA i una
major activitat transcripcional que no la forma sense acetilar. El balang
d’acetilacié/desacetilaci6 de GATA4 estd modulat per [Iactivitat

acetiltransferasa de p300 i l'activitat desacetilasa d’'HDAC2.

Partint dels resultats obtinguts en aquesta tesi que constaten que GATA4 és
un activador transcripcional del gen SCN5A, es va examinar si p300 i HDAC2
regulen l'activitat del promotor d’'SCN5A a través de I'acetilacié/desacetilacio
de GATA4. D’altra banda, es va realitzar un estudi exhaustiu per
espectrometria de masses per tal de caracteritzar les lisines de GATA4 que
son dianes de p300 i HDAC2.

2.1. L’activitat del promotor d’SCN5A esta regulada per p300

Per tal d’examinar si I'activitat del promotor d’'SCN5A esta modulada per p300,
es van realitzar assajos luciferasa en cél-lules H9c2 previament
cotransfectades amb el PromotorA-luciferasa i quantitats creixents de p300,

en presencia o abséencia de GATA4.

En abséncia de GATA4, es va observar un increment de I'activitat del
promotor d’'SCN5A en augmentar la concentracio de p300 transfectada.
Concretament, a la concentraci6 maxima de p300 (600 ng) l'activitat del
promotor va augmentar fins a set vegades respecte a la condicié control
(absencia de GATA4 i p300; Figura 44). La coexpressio de GATA4 i p300 va
induir una activacié sinérgica del promotor d’SCN5A. Aguests resultats

suggereixen dos possibles mecanismes de p300 per a regular la transcripcio
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del gen SCN5A: a través de l'acetilaci6 de les histones presents en el
promotor d’'SCN5A, o bé a través de l'acetilacio de la proteina GATA4. Cal
destacar pero que I'efecte observat en transfectar p300 sol podria ser degut a
una acetilacié de les histones, o bé també a una acetilacio del GATA4
endogen.

Figura 44. Efecte de GATA4 i p300 sobre I'activacié del promotor d’SCN5A. Assaig
luciferasa en cel-lules H9c2 transfectades amb el PromotorA-luciferasa (200 ng) i els vectors
d’expressié de GATA4 (1.200 ng) i p300 (300 i 600 ng), en les condicions indicades al grafic.
La quantitat total de DNA es va ajustar amb pcDNAS3.1. Els valors de luciferasa es mostren
respecte a la condicié control (abséncia de p300 i GATA4) (mitjanazES, n=5). L’analisi

estadistica es va realitzar amb la prova t-Student. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

Per tal de determinar si p300 esta implicat en la regulacié transcripcional del
gen SCN5A in vivo, es van realitzar experiments de ChIP a partir de mostres
de ventricle esquerre huma. Es va aillar la cromatina del teixit cardiac i es va
iImmunoprecipitar amb anticossos o-GATA4 | «-p300. EI DNA
immunoprecipitat es va analitzar amb encebadors especifics per la regié del
promotor (-198 pb respecte al TSS) i en dues regions distals (-8.803 i -5916
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pb). Els resultats van mostrar que p300, igual que GATA4 (el qual ja s’havia
mostrat a la figura 36), s’'uneix al promotor d’'SCN5A en cor huma adult.
Aquesta unié és menor en les regions més allunyades del TSS que es van
analitzar (Figura 45). L'enriquiment de GATA4 i p300 en la mateixa regi6é del
promotor recolzaria un model segons el qual p300 actuaria com a coactivador
de GATA4 en la regulacié d’'SCN5A en el cor huma adult, ja sigui a través de

les histones o del mateix GATAA4.

Figura 45. Analisi de la unié de p300 i GATA4 en el promotor i I'intr6 1 del gen SCN5A
en el cor huma adult mitjangant ChIP. Experiments de ChIP a partir de mostres de
ventricle esquerre immunoprecipitades amb anticossos o-GATA4 i a-p300, seguits de
I'analisi per qPCR en les regions indicades. Els numeros de I'eix de les X indiquen els parells
de bases centrals de I'amplicé. Els resultats es mostren en percentatge d'input (mitjanazES,
n=3). L’analisi estadistica es va realitzar amb la prova t-Student relativa a la regié control (-
8.803 pb). *p<0,05, **p=<0,01 i ***p<0,001.
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2.2. La regi6 basica del motiu C-Zn de GATA4 conté tres llocs

d’acetilacio
2.2.1. Tres lisines de GATA4 sén dianes de p300

L'estudi de Takaya i col-laboradors és I'GUnic que fins al moment ha
proporcionat evidencies dels llocs d'acetilaci6 de GATA4 per p300. Aguest
estudi va definir quatre lisines de GATA4 (K311, K318, K320 i K322),
localitzades a la regi6 basica del motiu C-Zn, com a dianes de p300'®*. La
determinacio d’aquests llocs d’acetilacié es va realitzar mitjancant assajos
luciferasa, a partir dels quals van analitzar I'efecte de GATA4 WT o amb
lisines mutades, en presencia de p300, sobre l'activitat dels promotors ANP i
ET-1. No obstant aix0, cal remarcar que aquest tipus d’estudi no és concloent

per a establir la posicié exacta de les lisines de GATA4 acetilades.

Degut a la manca d’'un estudi exhaustiu i rigorés sobre I'acetilacié de GATA4,
en aquesta tesi es va realitzar una analisi precisa i directa dels llocs
d’acetilacié de GATA4 per espectrometria de masses MALDI-TOF. L'objectiu
principal de I'analisi per espectrometria de masses va ser comprovar els llocs
diana de p300 que havien estat descrits per Takaya et al, aixi com tambeé
identificar possibles nous llocs d’acetilacié. Per a realitzar aquests
experiments, es van utilitzar cinc péptids sintétics corresponents a la regio
basica del motiu C-Zn de la proteina GATA4 humana (Figura 46 i Taula 8).
Els péptids inclouen les set lisines de la regioé basica, de les quals quatre sén
les que ja han estat descrites com a llocs d’acetilacio, i les altres tres lisines
no s’acetilen segons Takaya i col-laboradors. Dels cinc péptids, tres (péptids
1, 2i 3) tenen la seqiiencia d’aminoacids WT i dos (péptids 4 i 5) tenen dos o
tres lisines mutades a arginines. Aquests péptids van ser sotmesos a
reaccions d’acetilacio in vitro en presencia de la proteina recombinant humana
p300 i acetil-CoA. Despres de la reaccio, els peptids es van purificar i analitzar

per MALDI-TOF. El grup acetil t¢é un pes molecular de 42 Daltons (Da); per
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tant, per cada acetilacié la massa del peptid augmentara 42 Da. Amb cada
péptid es van dur a terme quatre reaccions, tres de les quals corresponien a
condicions d’acetilacié control (el peptid sol, el peptid amb p300 i el peptid
amb acetil-CoA) i una de les quals corresponia a la condicié d’acetilaci6 amb

tots els components: péeptid amb p300 i acetil-CoA.

Figura 46. Péptids sintetics de GATA4 huma. Es mostra la seqiiencia d’aminoacids de la
regié basica (RB) del motiu C-Zn de GATA4. En vermell es marquen les set lisines que
conté aquesta regié i a sota els aminoacids que inclouen cada un dels cinc péptids. Els

péptids 4 i 5 contenen dues o tres lisines mutades a arginina.

Els resultats que es van obtenir de les analisis per MALDI-TOF de les

reaccions de cada un dels péptids son els seglents:
e Péptid 1: GLYMK50LHGVPRPLA (Pes molecular: 1.551 Da)

El peptid 1 conté una unica lisina (K299). En les tres condicions control es va
observar el pic corresponent al péptid natiu (1.551 Da), i no es va identificar
cap pic corresponent al peptid acetilat, tal com s’esperava (Figura 47A, B i
C). La reaccio6 d'acetilacio del péptid 1 amb p300 i acetil-CoA, on també es va
identificar el peptid natiu, no va donar lloc a cap pic d’acetilacié (Figura 47D),
cosa que indica que p300 no acetila la lisina K299. Aquesta dada esta d’acord

amb l'estudi de Takaya, en el qual van observar que, en presencia de p300, la
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substitucio de la lisina K299 per una alanina no causava canvis significatius en

I'activitat transcripcional de GATAA4.

Figura 47. Anadlisi per MALDI-TOF de la reaccié d’acetilacié in vitro del peptid 1.
Espectres de masses obtinguts després d’incubar el Péptid 1 sol (A), amb acetil-CoA (B),

amb p300 (C) i amb acetil-CoA i p300 (D). En cada un dels espectres s’indica el pic
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corresponent al péptid, aixi com també les espécies resultats del péptid amb un grup Na*, K*
o acetonitril (ACCN) afegit.

e Peptid 2: VPRPLAMRK3:EGIQTR (Pes molecular: 1.752 Da)

El péptid 2 conté la lisina K311. En les quatre condicions el pic de major
intensitat que es va detectar corresponia al peptid sense acetilar (1.752
Da), i en la condicié d’acetilacié no es va identificar cap forma acetilada del
péptid (Figura 48A, B, C i D). Les analisis suggereixen que el residu K311
no és una diana d’acetilacido de p300. Aquest resultat esta en desacord
amb l'estudi de Takaya et al, en qué van observar que una mutaci6 de la
lisina K311 a alanina donava lloc a una disminuci6 de [Iactivitat
transcripcional de GATA4 en presencia de p300. Els autors van proposar
gue aquesta reduccio de I'activitat transcripcional de GATA4 era deguda a

la pérdua d’'un lloc d’acetilacié.
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Figura 48. Analisi per MALDI-TOF de la reacci6 d'acetilaci6é in vitro del péptid 2.
Espectres de masses obtinguts després d’incubar el péptid 2 sol (A), amb acetil-CoA (B),
amb p300 (C) i amb acetil-CoA i p300 (D). En cada un dels espectres s’indica el pic
corresponent al péptid, aixi com també les espécies resultats del péptid amb un grup Na*
o acetonitril (ACCN) afegit.

e Peptid 3: GIQTRK315RK 300PK32oNLNK 3,6SK 3,3 TPAAPS (Pes
molecular: 2.419 Da)

El péeptid 3 conté cinc lisines, de les quals les tres primeres (K318, K320,
K322) han estat descrites com a llocs d’acetilacié per p300. Les condicions
control van mostrar el péptid en el seu estat natiu (2.419 Da) (Figura 49A, B i
C). En la condicié d’acetilacié es van identificar peptids no acetilats, aixi com
péptids mono-, di- i triacetilats, amb un pes molecular de 2.419, 2.461, 2.503 i
2.545 Da, respectivament (Figura 49D). Cal destacar que el peptid triacetilat
es trobava en molt baixa intensitat en comparacié amb la resta de formes
acetilades. Aguest efecte podria ser degut a una baixa volatilitat del peptid
triacetilat en les condicions de MALDI-TOF en qué es treballava. Tot i que les
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acetilacions podrien correspondre als tres residus publicats, amb aquestes
dades no es pot confirmar la posicié exacta de les lisines acetilades; per tant,

no es pot descartar que K326 o K328 siguin llocs diana per p300.
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Figura 49. Analisi per MALDI-TOF de la reaccié d’'acetilacié in vitro del péptid 3.
Espectres de masses obtinguts després d’'incubar el peptid 3 sol (A), amb acetil-CoA (B),
amb p300 (C) i amb acetil-CoA i p300 (D). En cada un dels espectres s'indica el pic
corresponent al péptid, aixi com també les espécies resultats del péptid amb un grup Na‘o

un o més grups acetils o afegits.

Peptid 4: GIQTRR3:8RR3,0PR320NLNK3,6SK3:sTPAAPS (Pes molecular:
2.504 Da)

El péptid 4, correspon a la mateixa regio del péeptid 3, pero tres dels llocs
d’acetilacié descrits (K318, K320 i K322) han estat substituits per arginines.
En les tres condicions control es va identificar el péptid en la forma no
acetilada (2.504 Da) (Figura 50A, B, C). En I'assaig d'acetilacio, a més del
peptid no acetilat, es van detectar péptids monoacetilats, amb un pes
molecular de 2.546 Da (Figura 50D). Aquest resultat indica que una de les
dues lisines presents en el péeptid (K326 o K328) és diana d’acetilacio per
p300. Aguesta observacié estaria en desacord amb I'estudi de Takaya et al,

segons el qual cap d’aquests dos residus és acetilat per p300.
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Figura 50. Analisi per MALDI-TOF de la reaccié d’'acetilacié in vitro del péptid 4.
Espectres de masses obtinguts després d’'incubar el peptid 4 sol (A), amb acetil-CoA (B),
amb p300 (C) i amb acetil-CoA i p300 (D). En cada un dels espectres s’indica el pic
corresponent al péptid, aixi com també les espécies resultats del péptid amb un grup Na* o

acetil afegit.

e Péptid 5: GIQTRK3;3RK3,0PK3,0NLNR3,6SR3, TPAAPS (Pes

molecular: 2.476 Da)

El peptid 5 conté, de forma inversa al péptid 4, els residus K326 i K328
substituits per arginines. En les quatre condicions es pot observar el pic
corresponent al peptid sense acetilar (2.476 Da) (Figura 51A, B, Ci D). Enla
condicié d’acetilacio es van detectar péptids mono- i diacetilats (Figura 51D),
amb un pes molecular de 2.518 i 2.560 Da, respectivament. Aquest resultat
indicaria que dues de les lisines presents en el péptid (K318, K320 o K322)

son llocs acetilats per p300.
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Figura 51. Analisi per MALDI-TOF de la reacci6 d'acetilaci6 in vitro del peptid 5.
Espectres de masses obtinguts després d’incubar el péptid 5 sol (A), amb acetil-CoA
(B), amb p300 (C) i amb acetil-CoA i p300 (D). En cada un dels espectres s'indica el
pic corresponent al péptid, aixi com també les espécies resultats del péptid amb un

grup Na* o un o dos grups acetils afegits.
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En resum, els estudis de MALDI-TOF generen algunes controversies respecte
les quatres lisines descrites com a llocs d’acetilacié en I'estudi de Takaya et
al, que proposava les lisines K311, K318, K320 i K322 com a llocs d’acetilacio.
Segons els nostres estudis, lisina K311 no s’acetila i, de les lisines K318,
K320 i K322, només dues sbén dianes d’acetilacié. D’altra banda, els estudis
de MALDI-TOF també assenyalen un nou lloc d’acetilacido de GATAA4, la lisina
K326 o K328.

Per tal de clarificar quina de les dues lisines (K326 o K328) s’acetila, la
reacci6 d’'acetilaci6 del peéeptid 3 es va analitzar per LC-MS/MS.
Malauradament, la qualitat dels espectres obtinguts no va permetre detectar
amb certesa la lisina acetilada. No obstant aix0, els resultats preliminars
obtinguts van identificar 3 acetilacions en el péptid fragmentat després de la
lisina K326 presentava (Figura 52). Tanmateix, el péptid fragmentat després
de la lisina K328 continuava presentant tres acetilacions. Aquests resultats
suggereixen que la lisina K328 no s’acetila, mentre que la lisina K326 podria
ser un nou residu diana de p300. Tot i aix0, seria necessari optimitzar les
analisis d’LC-MS/MS per a validar quins sbén els tres residus acetilats per
p300.

Figura 52. Analisi de la reacci6 d’acetilacio in vitro del péptid 3 acetilat per LC-MS/MS.
En negre s’'indiquen els pesos teodrics dels fragments del péptid 3 sense acetilar. Els pesos
de 1.663,024, 1.750,056, 1.878,151 Da corresponen als péeptids després de fragmentar per
la lisina K326, la serina S327, la lisina K328, respectivament. En vermell s’indiquen els
pesos obtinguts amb les analisis de LC-MS/MS del peptid 3 acetilat. El valor de 1.789 Da

correspon al péptid fragmentat després de la lisina de K326 més 3 acetilacions (1.663,024
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Da + 42 Da + 42 Da + 42Da). El fragment obtingut després de tallar per la serina S327, amb
un pes de 1.876 Da, correspon al fragment 1.789,024 Da més el pes molecular de la serina
(87,08 Da). El fragment obtingut després de tallar en la lisina K328, amb un pes de 1.913

Da, correspon al fragment 1.876,056 Da més el pes molecular de la lisina (128,17 Da).
2.2.2. Lalisina K326 és un nou lloc d’acetilacié de GATA4

Per tal de comprovar si la lisina K326 és un lloc d’'acetilaciéo de GATA4, es van
analitzar els nivells d’acetilaci6 de GATA4 quan aquest residu estava mutat.
En primer lloc, es va generar un vector d’expressio de GATA4 amb la lisina
K326 mutada a alanina per mutagenesi dirigida (K326A). Aleshores es van
transfectar cel-lules HEK293T amb els vectors GATA4 WT o GATA4-K326A
amb o sense tractament de TSA i NA. EI TSA és un inhibidor de les
desacetilases tipus I, Il i IV, mentre que la NA és un inhibidor de les
desacetilases tipus Ill. La inhibici6 de totes les desacetilases cel-lulars
permets, doncs, detectar nivells elevats d’acetilacié. Al cap de 48 hores de la
transfecciod, els lisats cel-lulars es van immunoprecipitar amb un anticos a-
lisines acetilades, i les mostres immunoprecipitades es van analitzar per
western blot amb un anticos a-GATA4. L'analisi per western blot va mostrar
que la proteina GATA4 K326A presenta uns nivells d’acetilaci6 menors
respecte la proteina WT (Figura 53 carrils 3 i 6 IP). Aquest resultat esta
d’acord amb la perdua d'un lloc d’acetilacié en la proteina mutant K326, i

assenyala la lisina K326 com un nou lloc d’acetilacio de GATAA4.
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Figura 53. Efecte de la mutacié K326A en els nivells d'acetilaci6 de GATA4. Les
cél-lules HEK293T es van transfectar amb els vectors d’expressio de GATA4 WT o GATA4-
K326A (10 ug). Els lisats es van immunoprecipitar amb un anticos a-lisines acetilades i es
van analitzar per western blot amb un anticos a-GATA4. A la part superior es mostren els
inputs ('1% de les proteines totals), i a la part inferior les mostres immunoprecipitades amb
I'anticos a-lisines acetilades. Els tres ultims carrils corresponen a les cél-lules tractades amb

els inhibidors de desacetilases: 400 nM de tricostatin A (TSA) i 5 mM de nitcotinamida (NA).

2.3. L’activitat del promotor d’SCN5A esta regulada per HDAC

2.3.1. HDAC2 regula el promotor d’SCN5A per un efecte depenent de
GATA4

Diversos estudis han demostrat que la proteina HDAC2, juntament amb el
factor homeodomini HOPX, desacetila GATA4, induint una disminucié de
I'activitat transcripcional de GATA4%. Un exemple n'és I'efecte repressor del
complex HOPX-HDAC2 en I'expressio de la ciclina D2, que és un gen diana
de GATAA4.

189



Resultats

Per tal d’estudiar si aquest mecanisme també té lloc en la regulacié del gen
SCNb5A, es van realitzar experiments luciferasa en ceél-lules H9c2. En primer
lloc es va observar que HDAC2, HOPX o ambdoés a la vegada no indueixen un
efecte significatiu sobre l'activitat promotor. En canvi, es va observar que la
cotransfecci6 de GATA4 amb HDAC2 i HOPX disminueix significativament
I'activitat del PromotorB d’'SCN5A (Figura 54). No obstant aix0, aguesta
disminucio és similar quan GATA4 es cotransfecta amb d’HDAC2 o HOPX,
aixd0 suggereix que HDAC2 i HOPX no necessariament actuen
cooperativament en la regulaci6 d’'SCN5A. Aquestes dades indiquen que
HDAC2 modula I'expressié del gen SCN5A probablement mitjancant la
desacetilaci6 de GATA4, i no per una desacetilacio de les histones del

promotor, ja que no s’observa efecte quan es sobreexpressa HDAC2 sol.

Figura 54. Efecte d'HDAC2 i HOPX sobre GATA4 en la regulaci6 del promotor
d’SCN5A. Les cél-lules H9c2 es van transfectar amb el PromotorB-luciferasa (200 ng), el
promotor EF-1a-renilla (20 ng), i els vectors d’expressio de GATA4 (1.200 ng), HDAC2 (600
ng) o HOPX (600 ng). La quantitat total de DNA es va ajustar amb pcDNA3.1. Els valors de

luciferasa estan normalitzats per renilla i relativitzats per la condicié control. (mitjanatES;
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n=4). L'analisi estadistica es va fer amb la prova t-Student respecte el control. *p<0,05,
**p<0,01 i ***p<0,001.

2.3.2. HDAC4 i HDACS regulen I'activitat del promotor d’SCN5A

A continuacié es va examinar si, a part d’HDAC?2, altres HDAC de tipus | i Il
(HDAC1-8) també modulen la transcripcié d’'SCN5A per desacetilacio. Per tal
d’estudiar-ho es van transfectar cel-lules H9c2 amb el PromotorA-luciferasa i

els vectors d’expressié de les HDAC 1-8.

Els assajos luciferasa dels lisats cel-lulars obtinguts van mostrar que I'activitat
del promotor d’SCN5A disminueix significativament en sobreexpressar
HDAC4 i HDACS. Cap de les altres HDAC sobreexpressades (HDACL1, 2, 3, 6,
7, 8) va tenir cap efecte rellevant en l'activitat del promotor (Figura 55).
Aquestes dades estarien d'acord amb una accié repressora d’HDAC4 i
HDACS sobre el promotor d’'SCN5A. Aquest efecte podria ser degut a una
desacetilacié de les histones del promotor SCN5A catalitzada per HDAC4 i
HDACS5, que donaria lloc a una estructura més condensada de la cromatina.
També podria ser degut a que HDAC4 i/o HDAC5 participen en la

desacetilacié de GATA4 endogena, reduint-ne la seva activitat transcripcional.
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Figura 55. Efecte de les HDAC sobre I'activitat del promotor SCN5A. Les cél-lules H9c2
es van transfectar amb el PromotorA-luciferasa (200 ng), el promotor EF-1a-renilla (20 ng) i
el vector d’expressio de les HDAC indicades (600 ng). La quantitat total de DNA es va
ajustar amb pcDNA3.1. Els valors de luciferasa estan normalitzats per renilla i relativitzats
per la condicié control (abséncia d’'HDAC) (mitjanatES; n=8). L'analisi estadistica es va fer

amb la prova t-Student respecte a la condicié control. *p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

Per tal d’avaluar la possibilitat que I'efecte d'HDAC4 i HDACS sobre SCN5A
fos causat per una desacetilacio de GATA4, es van realitzar experiments
luciferasa en cel-lules H9c2 utilitzant, en aquest cas, el PromotorB, que té una
activitat transcripcional major que la del PromotorA. Es van transfectar les
cel-lules H9c2 amb el PromotorB-luciferasa i els vectors d’expressio d’'HDAC4
o HDACS, en preséncia o abséncia de GATA4. En condicions d’activitat basal
del promotor (abséncia de GATA4), es va observar que, de manera similar al
que s’havia observat en el PromotorA (Figura 55), HDAC4 i HDACS5
disminueixen significativament ['activitat del PromotorB (Figura 56). En
presencia de GATA4, la sobreexpressio d’'HDAC4 i HDCA5 també redueix
significativament l'activacio depenent de GATA4, essent major [l'efecte
d’'HDACA4. El grau de repressio induit per HDAC4 i HDACS en presencia de
GATA4 és molt similar al que es detecta en absencia de GATA4. Aquests
resultats suggereixen que la inhibici6 d'HDAC4 i HDAC5 de l'activitat del
promotor d’'SCN5A és independent a la desacetilacio de GATAA4, i que per tant
HDAC4 i HDACS no son desacetilases de GATAA4.

Per a confirmar aquesta hipotesi, es va estudiar I'efecte d’'HDAC4 i HDACS (i
HDAC2 com a control positiu) sobre els nivells d’acetilaci6 de GATA4 en
experiments d'immunoprecipitacié. Es van cotransfectar cél-lules HEK293T
amb GATA4 i p300 (per induir I'acetilacié de GATA4), en preséncia d’'HDAC2,
HDAC4 o HDACS. Els lisats cel-lulars es van immunopreciptar amb I'anticos
a-lisines acetilades, i posteriorment, el material immunoprecipitat es va

analitzar per western blot amb un anticos a-GATA4. D’acord amb estudis
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anteriors®, es va observar que p300 augmenta I'acetilacié6 de GATA4, mentre
qgque HDAC2 disminueix els nivells d'acetilaci6 de GATA4 (Figura 57). En
canvi, HDAC4 i HDAC5 no van tenir cap efecte en els nivells d’acetilacié de
GATA4. Aquests resultats concorden amb els dels assajos luciferasa
realitzats, que suggereixen que la regulacio d’'HDAC4 i HDACS5 sobre SCN5A
no és depenent de la desacetilacié de GATA4, sind que segurament es deu a
una desacetilacio de les histones del promotor d’'SCN5A, o bé d’algun altre FT
regulador d’SCN5A.

Figura 56. Efecte d’HDAC4 i HDAC5 sobre GATA4 en la regulacié d’SCN5A. Les
cél-lules H9c2 es van transfectar amb el PromotorB-luciferasa (200 ng), el promotor EF-1a-
renilla (20 ng), i vectors d’expressié de GATA4 (1.200 ng), HDAC4 (600 ng) o HDACS5 (600
ng) segons s'indica. La quantitat total de DNA es va ajustar amb pcDNA3.1. Els valors de
luciferasa es van normalitzar amb renilla i es van relativitzar respecte a la condicié control
(abséncia de GATA4 i HDAC) (mitjana+ES; n=3). L'analisi estadistica es va fer amb la prova
t-Student. * p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001.

193



Resultats

Figura 57. Efecte d'HDAC2, HDAC4 i HDACS5 en l'acetilaci6 de GATA4. Les cel-lules
HEK293T es van transfectar amb vectors d’expressié de GATA4/HA (10 pg), p300 (10 pg),
HDAC2 (7 pg), HDAC4 (7 pg) o HDACS (7 ug). El DNA total es va ajustar amb pcDNA3.1.
Les cél-lules es van lisar 48 hores després de la transfecci6 i es van immunoprecipitar amb
un anticos a-lisines acetilades, i després es van analitzar per western blot amb I'anticos a-

GATAA4. L'input correspon a I'1% de la proteina total.
2.3.3. HDAC2 desacetila péptids de GATA4 en assajos in vitro.

Tot i que s’ha descrit que HDAC2 és una desacetilasa de GATA4, fins al
moment no s’ha elaborat cap estudi sobre els residus de GATA4 que sbn
dianes d’'HDAC2. Per tal d’identificar aquests residus diana, es van realitzar
assajos de desacetilacio in vitro amb els péptids sintetics de GATA4 i es van
analitzar per espectrometria de masses MALDI-TOF. En aquests assajos es
van utilitzar els péptids 3, 4 i 5, ja que, segons les analisis de MALDI-TOF
exposades en l'apartat 2.2.1., son acetilats per p300. En primer lloc, els
péptids es van incubar amb p300 recombinant i acetil-CoA en una reaccio
d’acetilacié in vitro, per tal d’obtenir-ne la forma acetilada. Aleshores, els
péptids es van purificar i es van incubar amb HDAC2 o HDAC4 recombinant.
Segons els assajos luciferasa i d'immunoprecipitacio realitzats en aguesta
tesi, HDAC4 no desacetila GATA4 i, per tant, es va considerar un control

negatiu de la reaccio de desacetilacio.
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e Peéptid 3: GIQTRK313RK3,0PK3,NLNK3,6SK 3,3 TPAAPS (Pes molecular:
2.419 Da)

El péptid 3 esdevé mono-, di- i triacetilat després de la incubacié6 amb p300
(Figura 58A). La incubacié del peptid 3 acetilat amb HDAC2 va donar lloc a
una desacetilacié completa del peptid (Figura 58B). En canvi, en incubar-lo
amb HDAC4 es van continuar observant peptids mono-, di- i triacetilats,

confirmant que HDAC4 no és una GATA4-desacetilasa (Figura 58C).

Figura 58. Analisi de la reacci6 de desacetilacio in vitro del péptid 3 per MALDI-TOF.

Espectres de masses obtinguts del peptid 3 acetilat (A), del péptid 3 acetilat incubat amb
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HDAC2 (B) o amb HDAC4 (C). En cada un dels espectres s'indica el pic corresponent al

péptid, aixi com també les espécies resultats del péptid amb un grup Na* o acetil afegit.

e Peéptid 4: GIQTRR318RR3,0PR3:5NLNK 3,6SK 3, TPAAPS (Pes molecular:
2.504 Da)

El peptid 4 (amb les lisines K318, K320 i K322 mutades a arginines) esdevé
monoacetilat després de la incubacio amb p300 (Figura 59A). L’acetilacié va
ser revertida després de la reaccié de desacetilaci6 amb HDAC2, i es va
obtenir només un pic corresponent a la forma no acetilada del péptid (Figura
59B). En canvi, de forma similar al resultat amb el péptid 3, després de la
reaccio de desacetilaci6 amb HDAC4 es van continuar detectant péptids

monoacetilats (Figura 59C).
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Figura 59. Analisi de la reaccié de desacetilacio in vitro del péptid 4 per MALDI-TOF.
Espectres de masses obtinguts del peptid 4 acetilat (A), del péptid 4 acetilat incubat amb
HDAC2 (B) o amb HDAC4 (C). En cada un dels espectres s'indica el pic corresponent al

péptid, aixi com també les espécies resultats del péptid amb un grup Na* o acetil afegit.

e Peéptid 5: GIQTRK3:3RK3,0PK3,5NLNR3,6SR3,s TPAAPS (Pes molecular:
2.476 Da)

El péptid 5 (amb les lisines K326 i K328 mutades a arginines) esdevé mono- i
diacetilat en la reaccié d’acetilacié amb p300 (Figura 60A). La incubacié amb
HDAC2 va produir la desacetilacié dels péptids mono- i diacetilats (Figura
60B). La reaccié amb HDACA4, igual que en els altres casos, no va donar lloc a
canvis en l'estat de desacetilacio del péptid, i es van continuar detectant

péptids amb una i dues acetilacions (Figura 60C).
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Figura 60. Analisi de la reacci6 de desacetilacio in vitro del péptid 5 per MALDI-TOF.
Espectres de masses obtinguts del peptid 5 acetilat (A), del péptid 5 acetilat incubat amb
HDAC2 (B) o amb HDAC4 (C). En cada un dels espectres s’indica el pic corresponent al

péptid, aixi com també les espécies resultats del péptid amb un grup Na* o acetil afegit.

En resum, els assajos de desacetilacio in vitro van confirmar, tal com s’havia
descrit préviament, que HDAC2 és una GATA4-desacetilasa. Aquests
resultats també confirmen que GATA4 no és una proteina diana d’HDACA.
Per primera vegada, aquest estudi revela que la lisina K326 i dues de les
lisines K318, K320 o K322 de GATA4 sbn dianes d’'HDAC2, i indica que

HDAC2 pot desacetilar les lisines que sén acetilades per p300.
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Les canalopaties cardiaques sén un grup d’aritmies associades a un alt risc
de MSC. La causa més frequent d'aquestes malalties sén les variants
genetigues en els gens que codifiquen per canals ionics cardiacs, aixi com
també per proteines reguladores d’aquests canals. Segons el canal afectat,
aquestes variants poden donar lloc a alteracions del corrent de Na“, de K o
de Ca®", i en dltim terme a la generaci6 d'un PAC anomal i a una alteracié en
I'activitat eléctrica cardiaca. No obstant aixdo, sén malalties amb una
expressivitat variable, per aguest motiu, pacients amb una mateixa variant

geneética poden presentar una amplia varietat de fenotips.

Aguesta tesi es basa en les canalopaties que estan associades amb una
alteracié en el corrent de Na*, com sén la SBr, la SQTL3, la SPCC i la FAF.
Tot i que les variants en regions codificants del gen SCN5A son la causa més
coneguda d’'aquestes malalties, encara es desconeixen molts factors
relacionats amb la seva etiologia. Un 60-75% dels pacients amb SBr i un 20-
35% dels pacients amb SQTL no presenten cap diagnostic genetic, i en
aguests casos la causa de la malaltia és encara desconeguda. Per tant, un
dels reptes actuals en aquest camp és la identificaci6 de noves causes
moleculars de canalopaties associades amb alteracions del canal Nay1.5. En
els darrers anys, diverses evidencies han permés proposar un nou
mecanisme causal d’aquestes malalties segons el qual una alteracié en
I'expressié del canal Nay1.5 podria donar lloc a un PAC anomal i a una major
susceptibilitat a aritmies cardiaques. En funci6 del grau d’expressio del canal,
els fenotips podrien ser més o menys severs. Aquest nou mecanisme esta
basat en la importancia d’'un control estricte de la xarxa de transcripcio
cardiaca per tal de garantir un correcte desenvolupament i funcionament del
cor. En aquest context, i tot i la rellevancia del canal Na,1.5 en les
canalopaties cardiaques, la regulacio de I'expressio del gen SCN5A és encara
un procés molt poc conegut.
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En aquesta tesi s’ha dut a terme un complex estudi que ha permes identificar
un nou mecanisme de regulacié transcripcional d’'SCN5A pels FT GATA
cardiacs (GATA4, GATAS5 i GATAG6). Els resultats obtinguts es poden

emmarcar en 4 grans blocs de discussio:

1. Efecte dels FT GATA cardiacs sobre la regulacio del promotor
d’'SCN5A.

2. Expressio dels FT GATA cardiacs en el cor huma adult.

3. Modulacio de I'activitat transcripcional d’SCN5A per
acetilacio/desacetilacio.

4. Possible model molecular de regulacio de I'expressiéo d’'SCNB5A.

1. Efecte dels FT GATA cardiacs sobre la regulaci6
del promotor d’SCN5A

Els resultats obtinguts en aquesta tesi demostren que els factors GATA4 i
GATA5 actuen com a potencials reguladors de la transcripcid d’SCN5A,
mentre que GATAG6 té un discret efecte regulador. Els resultats obtinguts
també apunten a que aquest mecanisme de regulacio té lloc en el cor huma
adult. Les evidéncies experimentals presentades per recolzar aquest
mecanisme es constaten en estudis realitzats en cel-lules de ventricle
d’embrié de rata H9c2, aixi com també en teixit de ventricle esquerre d’huma
adult. La discussié d’aquests resultats s’ha dividit en un primer apartat basat
en I'estudi de regulaciéo d’'SCN5A pels FT GATA cardiacs a nivell molecular, i
un segon apartat a on es fa referéncia als motius GATA com a importants
regions reguladores d’'SCN5A. Finalment, s’exposa com alteracions en la
transcripcié del gen SCN5A podrien donar lloc al desenvolupament de

malalties cardiaques.
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1.1. Mecanisme molecular de regulacié del promotor d’SCN5A
pels FT GATA cardiacs

Els estudis moleculars duts a terme en aquesta tesi demostren que GATA4 i
GATAS interaccionen fisicament entre ells i cooperen en [l'activacio del
promotor d’'SCN5A.

La interaccio entre GATA4 i GATA5 mitjancant assajos in vitro d’interaccio

200 A més, la interaccio

proteina-proteina havia estat previament descrit
GATA4-GATAS també s’havia detectat en assajos de coimmunoprecipitacio
similars als que s’han presentat en aquest treball®®*. Tanmateix, aquesta tesi
presenta, per primera vegada, l'evidencia de que GATA4 i GATA5
interaccionen en condicions in vivo al cor huma adult, tal i com es demostra en

els experiments de Re-ChliP.

La cooperacio entre factors GATA en la regulacio de I'expressié génica és un
mecanisme ampliament descrit. En un estudi amb ratolins doble heterozigots
GATA4" IGATA5" van observar que durant la cardiogénesi GATA4 i GATAS
cooperen en I'expressio de gens cardiacs implicats en la formaci6é del canal
auriculoventricular i del tracte de sortida del ventricle'®. Concretament, els
nivells de transcrits dels gens cardiacs MEF2C, TBX20 i BMP7, es troben
reduits en els doble heterozigots, perdo no en els heterozigots senzills. D’altra
banda, també s’ha demostrat que GATA4 i GATAS actuen sinérgicament en
I'activacié d’'un gen intestinal que codifica per la proteina d’'unid als acids
grassos FABP1°%. No obstant aix0, la regulaci6 de GATA4 i GATAS5 en
I'expressié d’'SCN5A és la primera evidéncia que postula que ambdés factors
actuen de forma cooperativa en la regulacié d’'un gen cardiac en l'etapa
postnatal. Aquest resultat s’ha demostrat a dos nivells: en experiments
luciferasa, on s’ha observat una accié sinergica de GATA4 i GATAS5 en
I'activacié del promotor d’'SCN5A; i en experiments de ReChlP de ventricle

huma adult, on s’ha observat que les dues proteines coocupen les mateixes
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regions del gen SCN5A (al promotor i a l'intré 1). Aixi mateix, cal destacar els
resultats de les analisis de ddPCR, on s’observa una correlacié positiva i
significant entre els nivells dmRNA de GATA4 i SCN5A en les mostres de
ventricle. Aquest resultat remarca el paper de GATA4 en el control dels nivells
d’'mRNA d’SCN5A en el cor huma adult. Tot i que en el present treball també
es suggereix que GATA5 és un activador d’'SCN5A, no s’ha trobat correlacio
entre els nivells dmRNA de GATA5 i SCN5A en les mostres de ventricle.
Agquestes observacions suggereixen que petits canvis en els nivells dmRNA
de GATA5 no produeixen canvis significatius en I'expressid d’'SCN5A. Es
proposa, doncs, un model segons el qual GATA4 és el principal activador
d’SCNBA, i que GATA4 sinergitza amb GATAS per produir una major activacioé
de I'expressié d’'SCN5A.

Diversos estudis han descrit que GATA4 i GATA6 actuen sinérgicament en
I'activacid de gens cardiacs'’. En canvi, els experiments duts a terme en
aquesta tesi indiguen que aquest mecanisme de regulacié no succeeix en la
regulacié del promotor d’SCN5A. Aquest hipotesi es fonamenta amb els
experiments de Re-ChIP en mostes de cor huma, on no s’observa una
colocalitzacié de GATA4 amb GATAG6 en el promotor i I'intr6 1 d’'SCN5A. De
forma similar, els assajos luciferasa en cél-lules H9c2 indiqguen que GATAG6
per si sol indueix un lleuger efecte en l'activacié d’'SCN5A, mentre que quan
es coexpressa amb GATA4 I'efecte observat és equivalent al de GATA4 sol.
Agquest resultat suggereix que GATA4 i GATA6 podrien competir pels
mateixos llocs d’'unié al DNA, essent GATA4 el que tindria I'efecte dominant.
Per tant, es podria proposar que GATA4 i GATA6 sbén redundants en la
regulacié d’'SCN5A, tot i que serien necessaris més estudis per confirmar-ho.
La redundancia entre factors GATA cardiacs ha estat descrita en diversos
estudis™® ** 1%° En aquest sentit, s’ha observat que embrions de ratolins
knockout de GATA4™ presenten un augment dels nivells 'mRNA de GATAS i

GATAG en el cor, probablement per compensar la pérdua de GATA4%%.
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En aquesta tesi es proposa que GATA4 i GATAS podrien formar part d'un
mateix complex proteic, amb altres FT cardiacs centrals, que s’uniria al
promotor i a I'intr6 1 del gen SCN5A per activar de manera cooperativa la
transcripcié d’aguest gen. Aquesta hipotesi es recolza en estudis que
descriuen la presencia de GATA4 en complexos proteics responsables de
regular I'expressio de gens cardiacs. Estudis de ChIP-seq en cél-lules HL-1,
han identificat enhancers coocupats pels FT GATA4, NKX2-5, TBX5, SRF i
MEF2A, o combinacions d’alguns d’ells''®. Tanmateix, s’ha observat que el
complex format per GATA4, NKX2.5 i TBX5 regula multiples gens cardiacs™®®
23 Aquests tres FT, juntament amb TBX3, s’uneixen a dos enhancers
d’SCNS5A, localitzats al gen SCN10A i al final del gen SCN5A. D’altra banda,
hi ha poques evidéncies que descriguin la participacié de GATAS i GATAG6 en
aquests complexos proteics. En aquest sentit, alguns estudis apunten a que
GATAS i GATAG6 poden substituir GATA4 en la interaccié amb altres FT; en
I'activacié de determinats promotors cardiacs, GATA5 pot interaccionar amb
NKX2-5, i GATA6 amb MEF2, substituint GATA4. Aquest seria un altre
exemple de la redundancia entre els factors GATA'. Farien falta, doncs,
nous estudis per determinar els components que podrien formar part del
complex proteic, juntament amb GATA4 i GATAS, per activar el promotor
d’SCN5A. En aquesta linia, estudis preliminars realitzats en paral-lel amb
aquesta tesi suggereixen que GATA4, GATAS, TBX5 i NKX2.5 sinergitzen en

I'activacié del promotor d’SCN5A.

Diversos estudis han descrit que I'acetiltransferasa p300 facilita la formacié de
complexos on hi intervé GATA4. Per exemple, és necessaria la unié de p300
amb el FT cardiac dHAND per tal que aquest Ultim pugui interactuar amb
GATA4 i activar sinérgicament els gens cardiacs com son ANP, BNP i a-
MHC?**. De manera similar, p300 facilita la interaccié entre GATA4 i un FT
tipus dit de zinc anomenat YY1 o també entre GATA4 i FOG-2"°%2% En base

aquests estudis, es pot hipotetitzar que, en l'activacié del gen SCN5A, p300
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podria interaccionar amb el complex GATA4-GATAS (i altres FT) facilitant la
unié entre ells. Aquesta hipotesi es fonamenta a partir dels resultats obtinguts
en la present tesi que indiquen que: (1) p300 actua com a coactivador
transcripcional de GATA4 en [l'activacio d’'SCN5A; i (2) p300 i GATA4
s’uneixen en la mateixa regié del promotor d'SCN5A en cor huma. Altres
estudis que han demostrat la interaccio entre GATA4 i p300, aixi com tambeé

entre GATAS i p300 també recolzarien aquesta hipotesi®’.

En general, la formacié de complexos de varies subunitats €s un mecanisme
molt comu de regulacié transcripcional tant a nivell cardiac com en altres
teixits. Les proteines que formen el complex poden ser tant especifiques de
teixit com proteines amb una expressio ubiqua, com és el cas de p300. Pero
només en les cél-lules on s’expressin totes les proteines que formen el
complex es podra transcriure el gen que regulen, per tant, aquest mecanisme
€s important per I'expressio genica diferencial ja que permet una alta
especificitat. La formaci0 de complexos proteics és un procés altament
controlat que no només serveix per coregular I'expressio genica de manera
cooperativa i especifica, sind també per prevenir la interaccio entre FT que

tenen baixa afinitat?>®

. La formacidé, de forma aberrant, de complexos poc
estables que s’uneixin a regions no desitjades del genoma podria activar gens
de manera inapropiada o ectopica. Per tant, la correcta combinacié de FT és
important per garantir una correcta expressidé genica. Alteracions en les
interaccions entre FT poden donar lloc al desenvolupament de malalties

cardiaques congeénites**.

1.2. Llocs d’'unié GATA com a importants regions reguladores
d’SCN5A

Les analisis realitzades amb els programes de prediccié de llocs d’'unio de FT
revelen la presencia de multiples motius GATA a la regio del gen SCN5A

estudiada (de la posicidé -1.125 pb fins la +857 pb respecte al TSS). Un
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aspecte important a destacar és que a la regi6é de l'intr6 1 analitzada (de +198
a +857 pb) és on s’ha predit un nombre més important de motius GATA. Aix0
explicaria que I'efecte sinergic de GATA4 i GATAS sobre el PromotorB WT, el
gual conté una regio corresponent a I'intr6 1 més llarga, €s més important que
sobre el PromotorA. D’altra banda, en aquesta tesi s’ha demostrat que dos
motius GATA de l'intr6 1 (de +403 a +406 pb i de +566 a +569 pb) participen
en l'efecte sinergic de GATA4 i GATAS en l'activacié del promotor d’'SCN5A.
Concretament, els assajos luciferasa en cel-lules H9c2 mostren que I'activitat
del promotor disminueix considerablement quan aquests dos motius GATA de
I'intr6 1 estan mutats. Tot i aix0, la sobreexpressidé de GATA4 i GATAS també
indueix una activacié sinéergica del PromotorA (el qual no conté aquests dos
motius GATA), segurament degut a I'existencia d’altres motius GATA, tal com
han revelat els predictors bioinformatics. Per tant, aquests dos motius GATA

de l'intré 1, tot i ser importants, no son totalment indispensables.

De manera similar als resultats obtinguts en els assajos luciferasa, els
experiments de ChIP i ReChlIP en ventricle huma estan d’acord amb un model
en que GATA4 i GATAS regulen I'expressio d’'SCN5A en el cor huma adult a
través de la seva unié en el promotor i en I'intré 1 del gen. Els experiments de
ChIP també mostren uni6 de GATA6 a les mateixes regions que GATA4 i
GATAS5, tot i que I'enriguiment observat no és significatiu respecte la regio
distal (-8803 pb). Aquest resultat recolza el lleu efecte de GATA6 sobre
I'activitat del promotor SCN5A observat a concentracions altes en assajos
luciferasa. La redundancia proposada anteriorment entre GATA4 i GATA6

estaria d’acord amb aquestes observacions.

Segons els programes de prediccié la regié de l'intrd 1 que s’ha estudiat en
els experiments de ChIP i ReChIP (de +440 pb fins a +571 pb) conté tres
motius GATA, mentre que la regié del promotor analitzada (de -237 pb fins a -
160 pb) no en conté cap. A lintr6 1, GATA4 i GATA5 podrien estar

interaccionant fisicament formant part d’'un complex proteic on només un dels
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dos factors es troba unit directament al DNA. Opcionalment, també podrien
estar tots dos factors units simultaniament al DNA sempre i quan es trobin dos
motius GATA suficientment propers. A la regié del promotor estudiada en el
ChIP, en canvi, podria ser que GATA4 i GATAS no s’uneixin directament al
DNA, sin6 indirectament a traveés de la interaccio amb altres FT cardiacs.
Tanmateix, no es descarta la possibilitat que hi hagi altres motius GATA en
aquesta regié del promotor que no s’hagin predit amb els programes
bioinformatics. En aquest sentit, els estudis de ChIP-seq realitzats en els
darrers anys han demostrat que la prediccié dels llocs d’'uni6 de FT amb
aquests programes bioinformatics no sempre coincideix amb els resultats

d’'unid in vivo en experiments de ChiP.

Es important destacar que els resultats d’aquesta tesi estan d’acord amb els
estudis de ChIP-seq a partir de ventricle de ratoli adult realitzats per He i
col-laboradors, on van observar unié de GATA4 al promotor d’'SCN5A i no a
les regions distals; no obstant aixo, difereixen en qué no van detectar unio de
GATA4 a l'intr6 1 del gen SCN5A de ratoli*®’. Aquesta divergéncia es podria
explicar en base als resultats obtinguts en el projecte ENCODE de ratoli***.
Segons aquest estudi, els elements reguladors en cis han experimentat canvis
importants al llarg de I'evolucié entre huma i ratoli, mentre que la xarxa de FT
s’ha mantingut molt conservada. D’acord amb aquestes dades, es podria
proposar que tot i les variacions en la localitzacié dels motius GATA entre

ambdues especies, la regulacio del gen SCN5A per GATA4 esta conservada.

L’estudi de He i col-laboradors també ha permés evidenciar que els perfils
d'uni6 de GATA4 al llarg del genoma son altament dinamics, observant-se
variacions importants entre el cor del fetus i de l'adult aixi com també en
patologies cardiaques. En el cor fetal, un 80% dels llocs ocupats per GATA4
estan en regions distals del TSS dels gens. En canvi, en el cor adult la majoria
de les regions ocupades per GATA4 estan en regions proximals i nomeés un

167

45% estan en zones distals™’. En situacions patologiques, com és el cas
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d’hipertrofia cardiaca en I'adult, GATA4 passa a ocupar els llocs d’'unio fetals.
Aix0 explicaria que en els casos d’hipertrofia el patré d’expressié cardiac és

similar al cor fetal.

En conjunt, els resultats obtinguts indiquen que el promotor i I'intré 1 del gen
SCN5A huma contenen regions reguladores a través de les quals actuen els
factors GATA cardiacs. Aquest estudi revela, doncs, una nova funcié a nivell
molecular de les regions reguladores del gen SCN5A, la majoria de les quals

encara no tenen un funcié coneguda.

1.3. Defectes en la regulacié transcripcional d’'SCN5A pels FT
GATA cardiacs com a possibles causes de patologies

cardiaques

La identificaci6 de GATA4 i GATA5 com a nous reguladors de la transcripcio
d’'SCN5A suggereix que aquests factors poden estar associats amb el
desenvolupament d’aritmies cardiaques. Aquesta hipotesi es recolza en: (1)
els experiments luciferasa i ChlP, que demostren la funcié de GATA4 i GATAS
en la regulacié del gen SCN5A; (2) els experiments de ddPCR, on s’observa
una correlacio entre els nivells dmRNA de GATA4 i SCN5A en mostres de cor
huma; i (3) els estudis electrofisiologics realitzats en oocits de Xenopus, que
mostren una correlacio directa i lineal entre els nivells dmRNA d’'SCN5A i el
corrent de Na' registrat a través del canal Na,1.5. Aix0 significa que
alteracions en la transcripcio d’'SCN5A, per exemple degut a variacions en el
mecanisme de regulacié per GATA4 i GATAD, es veuran directament reflectits

en la funcié del canal Nay1.5, i per tant, en l'activitat eléctrica cardiaca.

Les alteracions en el mecanisme de regulacié6 de GATA4 i GATAS sobre el
gen SCN5A podrien tenir el seu origen en variants genétiques a les regions
reguladores del promotor i intré 1 on s’uneixen GATA4 i GATAS. D’acord amb

aquesta possibilitat, els assajos luciferasa realitzats en aquest treball
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demostren que variants genetigues en motius GATA de lintr6 1 del gen
SCN5A ocasionen una disminucié de l'activacio del promotor per GATA4 i
GATAbL. De fet, s’ha descrit que una Unica variant genética en un lloc d’'unié
de FT pot tenir un efecte important en la transcripcid, afectant principalment a
una pérdua de quantitat de proteina®®. En aquest sentit, tal com s’ha
comentat anteriorment, l'estudi de van den Boogaard i col-laboradors
demostra que la variant genética rs6801957 localitzada en un enhancer
d’SCN5A impedeix la unié dels FT TBX5/TBX3 en aquesta regio reguladora.
Com a consegliencia, s’observa una disminucio de I'expressié del gen SCN5A
i alteracions en la conduccié eléctrica del cor'®" '*2, En la mateixa linia, un
estudi genetic publicat recentment ha reportat 26 noves variants genetiques al
promotor d’'SCN5A en pacients amb malalties aritmogéeniques, entre ells SBr,
FAF, entre d’'altres'’®. Del total de les 26 variants, sis d’elles estan associades
amb una disminucié de Il'activitat del promotor d’'SCN5A. D’altra banda, un
altre estudi genétic d’'una extensa cohort de pacients amb defectes en el septe
ventricular va identificar quatre variants genetiques en el promotor TBX2. La
presencia d’aguestes variants esta associada a una disminucié de l'activitat
del promotor TBX2, suggerint que podrien ser la causa dels defectes
ventriculars que patien els pacients®®. En resum, en els darrers anys han
augmentat el nombre d’estudis que han demostrat la importancia de variants
genetigues en regions reguladores com a possible causa de malalties. Els

resultats presentats en aquesta tesi recolzen aquests estudis.

De la mateixa manera que variants genetiques en els llocs d'unié GATA
podrien induir alteracions en I'expressié d’'SCN5A, també es podria proposar
gue variants en els gens que codifiguen per GATA4 o GATAS podrien donar
lloc a un efecte similar. De fet, s’han identificat variants en el gen de GATA4
com a causants de malalties cardiaques. Un exemple és la variant G296S,
identificada en individus amb malaltia cardiaca congénita. Aquesta variant,

localitzada en la regi6é basica C-terminal de GATA4, inhibeix la unié de GATA4
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al DNA aixi com també la interaccié amb els FT TBX5 i SMAD4° 2% A més,
en estudis en ratolins van observar que la presencia d’aquesta variant esta
associada amb una disminucio de I'expressio dels gens regulats per GATA4.
Un segon exemple és la variant G303E de GATA4, detectada en membres
d'una familia amb malaltia cardiaca congeénita, la qual afecta la interaccioé de
GATA4 amb SMAD4?®’. Com a conseqiiéncia, hi ha una disminucié de
I'activitat del promotor ID2, regulat cooperativament per GATA4 i SMADA4. | un
tercer exemple, la variant C271S a GATAA4, identificada en una familia amb
cardiomiopatia dilatada, la qual esta associada a una alteracié de l'activitat
transcripcional de GATA4 i la seva interaccié amb NKX2-5°%. Tot i que hi ha
menys estudis, també s’han identificat variants a GATA5 com a responsables
de malalties cardiaques congénites. Per exemple, les variants L199V i Y142H
associades amb malalties cardiaques congenites i localitzades en el domini N-
zinc i en el segon domini d’activacio transcripcional, respectivament,

disminueixen I'activitat transcripcional de GATA5?1%,

Fins al moment no s’ha associat variants a les regions codificants dels factors
GATA cardiacs o en motius GATA del gen SCN5A com a causants de
canalopaties cardiaques. Pero els resultats obtinguts en aquesta tesi
encoratgen a que els estudis genetics de pacients amb aritmies incloguin la
sequenciacio dels gens GATA4 i GATAS5, aixi com també els llocs d’'unio
GATA del gen SCN5A. Aixo permetra la identificacio de variants que podrien
associar-se amb aritmies cardiaques. Depenent de l'efecte d’aquestes
variants es podrien trobar diferents nivells d’expressio del canal Nayl.5 i
podria explicar la variabilitat dels fenotips caracteristica de les aritmies

relacionades amb el gen SCN5A.

En els dos motius GATA de l'intr6 1 que s’han estudiat en aquesta tesi s’han
identificat dues variants (rs552565807 i rs115996915), segons la base de
dades del 1000 Genomes. Les variants rs552565807 i rs115996915 es

localitzen a les posicions 38.649.257 i 38.691.427 del cromosoma 3 (segons
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la versi6 GRCh38) i corresponen als canvis C>T i G>A, respectivament.
Aquestes variants presenten una frequencia molt baixa en la poblacio, amb la
gual cosa es consideren variants rares. Malauradament, no hi ha dades de
correlacié genotip/fenotip en relacié a aquestes variants. Per tant, caldrien
més estudis en els individus portadors d’aquestes variants per avaluar quin €s

el seu efecte en I'activitat electrica del cor.

La manca d'estudis a nivell funcional és un problema general de moltes
variants genétiques. Els estudis de GWAS han permes detectar un gran
nombre de variants genétiques associades a determinats fenotips. A partir
d’aqui, la comunitat cientifica té la tasca important de trobar el mecanisme que
expliqui l'associacié d’aquestes variants amb el fenotip. Sovint, la dificultat
d’estudiar totes aquestes variants és perque es localitzen en regions no
codificants, de les quals se’n desconeix la funcié. Per exemple, en el genoma
huma s’han identificat 400.000 putatius enhancers, pero es desconeix la
funcié de la majoria d’ells**®. Aquesta manca de comprensié de la funcié de
les regions no codificants, i en particular de les regions reguladores, recolza la
importancia de I'estudi dels mecanismes de funcionament de la xarxa de
transcripcié de gens cardiacs, els quals poden revelar noves causes de les
aritmies cardiaques. Un exemple, sén els GWAS realitzats en pacients que
presenten alteracions en I'ECG per tal de determinar quines variants podrien
estar associades amb susceptibilitat a aritmies. Un gran nombre de les
variants identificades es localitzen en regions no codificants properes als gens
gue codifiguen per canals ionics (SCN10A, SCN5A, KCNQ1 i KCNH2) i FT
(TBX3, TBX5, NKX2-5 i MEIS1)***. Aquestes dades suggereixen que la funcié
d'aquests FT cardiacs en la regulacié transcripcional dels canals ionics és

clau pel manteniment de I'activitat electrica del cor.
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2. Expressio dels factors GATA cardiacs en el cor

huma adult

Aquesta tesi presenta, per primera vegada, un estudi exhaustiu de I'expressio
dels factors GATA4, GATAS i GATAG6 en cor huma adult. Estudis en diferents
models animals han demostrat que els tres factors GATA cardiacs
s’expressen en el cor al llarg del desenvolupament embrionari. En el cor adult,
en canvi, mentre I'expressié de GATA4 i GATAG6 esta demostrada, existeix
certa controvérsia respecte lI'expressid6 de GATA5. Per una banda, en
experiments de northern blot realitzats a partir de mostres de cor de ratoli
adult no es va observar expressié de GATAS en etapes postnatals'®. D’altra
banda, altres estudis amb el mateix model animal van detectar la proteina
GATAS en I'endocardi perd no al miocardi adult?’ ***. De forma similar, a
partir d’experiments de northen blot o gPCR es va detectar expressio de
GATAGS en el cor adult de gallina o Xenopus®? ***. Part d’aquesta divergéncia
en relaci6 a l'expressi6 de GATA5 en cor adult podria ser deguda a
diferencies entre especies. Aixi mateix, cal destacar també que les diferents
tecnigues emprades (immunohistoquimica, qPCR, Northern Blot,...) tenen
diferent sensibilitats, i que la zona del cor estudiada pot explicar també les
diferéncies d’expressio. Davant d’aquesta controversia, en el present treball
s’han utilitzat diferents técniques experimentals per analitzar els nivells
d’'mRNA i de proteina GATAS5 (aixi com també de la resta de factors GATA

cardiacs) en ventricle esquerre de cor huma adult.

Els resultats obtinguts corroboren la presencia d'mRNA i de proteina de
GATA4 i GATAG6 en el cor adult. En referéncia a GATAS5, sén diverses les
evidencies experimentals presentades en aquest treball que estan d’acord

amb una expressid6 de GATA5 en el cor huma adult. En primer lloc, els

214



Discussio

experiments de ChIP i Re-ChlIP realitzats a partir de les mostres de ventricle
huma detecten unié de la proteina GATAS a la regié del promotor i I'intré 1
d’SCN5A. En segon lloc, I'analisi d’aquestes mostres per western blot revela
una clara expressio de la proteina GATAS5. Aquests estudis a nivell de
proteina es van contrastar amb estudis d'immunofluorescencia, els quals
també van mostrar expressié de GATA5 en mostres de cor de ratoli adult. El
western blot dels lisats de cél-lules H9c2 préviament transfectades amb el
vector d’expressié per GATAS no deixa dubte que l'anticos utilitzat en aquests
experiments (ChIP, Re-ChlIP, western blot i immunofluorescéncia) reconeix
especificament la proteina GATAS. El mateix anticos especific per GATAS ha

estat utilitzat en altres estudis®*> #*

. Finalment, analisis per gPCR i per
ddPCR van detectar nivells baixos dmRNA de GATAS5 a ventricle esquerre
huma, tot i que estan per sobre els limits de deteccié. En contra, els nivells
d’'mRNA del gen pancreatic PDX1 van ser totalment indetectable en cor huma

(perd no en mostres de pancrees).

En conjunt, aquestes dades suggereixen la presencia d'mRNA de GATAS en
el cor huma adult, tot i que no hi ha una correlacié directa entre els nivells
d’'mRNA i de proteina de GATAS5. No obstant aixo, diversos estudis en
cel-lules de mamifers han demostrat una manca de correlacio entre els nivells
d’'mRNA i de proteina, la qual podria ser deguda a: (1) una velocitat de sintesi
d’'mRNA molt més baixa que la velocitat de sintesi de proteina, (2) una vida
mitja de la proteina més alta que la de 'mRNA?" #° Aquesta discrepancia
entre els nivells dmRNA i de proteina GATAS5, juntament amb la manca
d’estudis a nivell de proteina, podria explicar part de la controversia que
existeix entre els diferents estudis publicats pel que fa I'expressié de GATAS.
Cal remarcar que la tecnica de northern blot utilitzada en els primers estudis
no és tan sensible com la qPCR o la ddPCR, el que podria explicar que no
arribés a detectar els nivells ’mRNA de GATAS.
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Els resultats de ddPCR a partir de mostres de ventricle indiquen que GATAG6
és el factor GATA cardiac que presenta una major expressio, seguit per
GATA4 i GATA5 (aquest ultim amb una expressié molt menor). Aquests
resultats son similars als nivells d’expressié dels factors GATA observats en
estudis de RNA-seq a partir de mostres de cor de pacients que han sofert un

infart i amb altres patologies cardiaques®’.
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3. Modulacio de I'activitat del promotor d’SCN5A per

acetilacid/desacetilaciéo de GATA4

Aquesta tesi presenta evidencies que l'activitat del promotor d’'SCN5A esta
regulada per un balan¢ d’acetilacié/desacetilacié el qual, en part, és depenent
GATAA4.

3.1. Regulaci6 transcripcional del gen SCN5A per acetilacio.

3.1.1. Mecanisme de cooperacio entre GATA4 i p300

Els resultats obtinguts suggereixen que la regulacié del promotor d’'SCN5A per
GATA4 esta modulada per I'acetiltransferasa p300, i que aquest efecte també
té lloc in vivo en el cor huma adult. Aquesta hipotesi es recolza en dues
evidencies experimentals. En primer lloc, els assajos luciferasa indiquen que
GATA4 i p300 actuen sinérgicament en I'activacio del promotor d’'SCN5A. | en
segon lloc, els experiments de ChIP mostren que GATA4 i p300 s’'uneixen a la
regidé del promotor d’'SCN5A en teixit cardiac. En estudis anteriors ja s’havia
descrit que p300 actua com un coactivador de GATA4, induint un augment de
lactivitat dels gens cardiacs ANP, B-MHC i a-MHC'® A més, estudis de
ChiIP-seq de cors de ratoli han detectat un enriquiment de p300 en la majoria
de les regions del genoma ocupades per GATA4, suggerint que actuen

cooperativament en la regulacié de I'expressié de gens cardiacs™® *°’.

La cooperacio entre GATA4 i p300 implica interaccié fisica entre ambdues
proteines'®. El domini ric en aminoacids cisteines i histidines del domini C-
terminal de p300 és necessari per la interaccié amb qualsevol dels dos motius
de zinc de la proteina GATA4. El mecanisme de cooperacié que s’ha descrit
proposa que GATA4 recluta p300 en regions reguladores (enhancers i

promotors), i aleshores p300 acetila GATA4. D’altra banda, també s’ha
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proposat que p300 acetila la lisina 27 de la histona H3 (H3K27ac), una
modificacié associada amb enhancers i promotors transcripcionalment actius.
Per tant, s’ha proposat que GATA4, reclutant p300, promou un augment de
I'acetilacié d’H3K27 i, per tant, una activacié dels promotors diana de GATAA4.
En aquest sentit, estudis de ChlP-seq de cor d’embri6 han mostrat que les
regions reguladores de gens implicats en el desenvolupament cardiac
presenten una elevada coocupacié de GATA4 i la histona H3K27ac. Aquesta
coocupacié no s’'observa en regions reguladores de gens que no s’expressen

durant el desenvolupament.

Per tal de determinar si I'ocupacio de la histona H3K27ac coincideix amb els
llocs d’'unid de GATA4 del gen SCN5A en el ventricle esquerre d’huma adult,
s’han utilitzat les dades obtingudes en el RoadMap Epigenomics Project™®. El
RoadMap Epigenomics Project es va crear per recopilar informacié sobre
'epigenoma de diferents teixits humans, i les dades obtingudes soén
publicament accessibles. Resultats de ChlP-seq obtinguts a partir de ventricle
esquerre huma, que es recullen en aguest projecte public, mostren que les
regions del promotor (-198 pb) i I'intr6 1 (+505 pb) d’'SCN5A, on s’ha detectat
unié de GATAA4, estan enriquits amb H3K27ac, mentre que a les dues regions
distals (-8803 i -5976 pb) no es detecta senyal d’aquesta marca d’histona
(Figura 61). Aguestes dades estan d’acord amb un model en qué en el cor
huma adult, on el gen SCN5A és transcripcionalment actiu, GATA4, unit a
GATAD, reclutaria p300 i aquest acetilaria H3K27 del promotor d’'SCN5A.

218



Discussio

Figura 61. ChlP-seq d'H3K27ac en mostres de ventricle esquerre huma adult segons
dades publicades en el RoadMap Epigenomics Project. A la part superior s’observen els
pics d’'H3K27ac al llarg del gen SCN5A, i en la part inferior es mostren les quatre regions
ampliades que s’han estudiat en els estudis de ChIP i Re-ChlIP d’aquesta tesi. La fletxa
negre indica la direcci6 del gen SCN5A. Extreta i adaptada de

http://www.roadmapepigenomics.org.

En els assajos luciferasa realitzats en el present treball s’ha observat que la
sobreexpressié de p300 en cél-lules cardiagues H9c2 també indueix un
augment de l'activitat transcripcional del promotor SCN5A. Aquest efecte
podria ser fruit de la interaccié de p300 amb FT activadors endogens (entre
ells GATA4) de les cel-lules H9c2, i que consequentment es produis
I'acetilacié de la histona H3K27 del promotor i I'intr6 1 d’'SCN5A. Tot i aixo,
també s’ha descrit que p300 pot acetilar igualment els promotors en absencia

d’'activadors®®.
3.1.2. Llocs dianes d’acetilacié de GATA4 per p300

En aquesta tesi s’ha realitzat un estudi d’acetilacié in vitro per tal de
determinar els llocs d’acetilaci6 de GATA4. Fins al moment, la majoria de
publicacions s’han basat en els llocs d'acetilaci6 de GATA4 descrits per
Takaya i col-laboradors, ja que és l'Gnic treball on s’han estudiat. Per a
determinar aquests llocs d’acetilacidé, en l'estudi de Takaya et al van
cotransfectar cél-lules COS7 (les quals no tenen factors GATA) amb vectors
d'expressié de GATA4 que contenien lisines mutades a alanines, juntament
amb un vector d’expressio de p300. Els assajos luciferasa van mostrar que la
funcioé activadora de la transcripcié de les proteines GATA4 amb les lisines
K311, K318, K320 i K322 mutades, ja sigui simultaniament o de manera
individual, era significativament menor en comparacié a la proteina WT. A
partir d'aquests resultats, van descriure que de les set lisines presents en la
regio basica del motiu C-Zn de GATA4, K311, K318, K320 i K322 son els llocs

dianes d’acetilacié per p300. En relacidé a aquest estudi, caldria remarcar que,
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tot i que I'acetilacio de GATA4 esta relacionada amb una funcié activadora, la
mesura de l'activitat transcripcional de GATA4 no és un metode directe per la
determinacio dels residus acetilats de p300. En base a aquesta limitacio, en la
present tesi es van realitzar assajos d’acetilacié in vitro de peptids de GATA4 i
posteriorment es van analitzar per espectrometria de masses MALDI-TOF. Es
va considerar que aquesta era una tecnica més adequada i directa per a la

determinacio de quins residus de GATA4 son dianes d’acetilacié de p300.

Els estudis d’acetilacio in vitro realitzats en aquesta tesi, i d’acord amb l'estudi
de Takaya et al, han confirmat que la lisina K299 i la K328 no s’acetilen. No
obstant aixo0, els resultats obtinguts divergeixen amb els estudis de Takaya et
al en els aspectes segients: (1) contrariament al descrit per Takaya et al, els
experiments de MALDI-TOF indiquen que la lisina K311 de GATA4 no
s’acetila; (2) de les lisines K318, K320 i K322, només dues esdevenen
acetilades per p300, i no totes com s’havia descrit; (3) la lisina K326 s’acetila |,
per tant, és un nou lloc d’acetilacié per p300 no descrit fins al moment. Aquest
resultat ha estat confirmat en estudis d'immunoprecipitacio en cél-lules amb el
mutant GATA4 K326A. Takaya et al van proposar que no era un lloc diana de
p300 després d'observar que la mutacid K326A no disminueix l'activitat
transcripcional de GATA4. En conjunt, es podria proposar que la lisina K326
s’acetila perd no té una implicacio directa en I'activitat de GATA4. Per definir
quines de les dues lisines s’acetilen d’entre les K318, K320 i K322 serien

necessaries analisis de LC-MS/MS.
3.2. Modulacié del gen SCN5A per desacetilacié

Es va examinar I'efecte de les HDAC en la regulacio transcripcional d’'SCN5A.
En primer lloc, els estudis es van centrar amb HDAC2, ja que en l'estudi de
Trivedi i col-laboradors han descrit que HDAC2 desacetila GATA4. En aquest
estudi, van detectar que la interacci6 de GATA4 amb HDAC2 esta

estabilitzada pel factor homeodomini HOPX, el qual s’encarrega de reclutar
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HDAC?2 en I'activacié dels gens de la ciclina D2 i la quinasa Cdk4 de ratoli®.
Els resultats d’aquesta tesi indiquen que HDAC2 per si sola no té cap efecte
sobre els nivells basals de transcripcié del promotor d’'SCN5A. No obstant
aixo, quan HDAC2 es coexpressa amb GATA4 indueix a una repressio de
I'activitat del promotor. Aquestes dades suggereixen que l'efecte d'HDAC2
sobre el promotor d’'SCN5SA és per desacetilaci6 de GATA4 i no per
desacetilacié de les histones. Amb els resultats obtinguts en aquesta tesi no
es pot confirmar si HOPX intervé en aguest mecanisme de regulacio, ja que
I'efecte d’HDAC?2 sobre l'activacio del promotor (via desacetilacié de GATA4)
no varia en presencia o abséncia de HOPX. Cal tenir en compte, pero, que el
fet que no s’observin diferéncies podria ser degut a la preséncia de HOPX

endogen a les cél-lules H9c2.

En I'estudi de Trivedi i col-laboradors la desacetilacio de GATA4 per HDAC2
es va detectar en experiments d'immunoprecipitacio utilitzant un anticos o-
lisines acetilades. En aquesta tesi s’han confirmat aquests resultats publicats
mitjancant assajos d'immunoprecipitacio i desacetilacio in vitro amb péptids de
GATAA4 i posterior analisis per MALDI-TOF. Per una banda, en els assajos
d'immunoprecipitaci6 es va observar que HDAC2 redueix els nivells
d’'acetilacié6 de GATA4 induits per p300. D’altra banda, els peptids de GATA4
acetilats per p300 in vitro sén completament desacetilats en presencia
d’HDAC?2. Per tant, els resultats apunten que HDAC?2 desacetila dues de les
lisines K318, K320 o K322 aixi com la lisina K326. Aquesta és la primera

evidencia dels residus especifics de GATA4 gque so6n dianes d’'HDAC2.

Posteriorment es va estudiar si altres HDAC (HDAC1-8) estan implicades en
I'activitat del promotor d’'SCN5A. Es va observar que les HDAC4 i HDACS5
indueixen una repressio significativa d’'un 80% i 50%, respectivament, de
I'activitat del promotor d’SCN5A. HDAC4 i HDACS5, desacetilases de classe II,
estan altament expressats al cor, i diversos estudis demostren la seva

importancia a nivell cardiac®®. La repressié produida és similar quan es
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sobreexpressa HDAC4 i HDACS5 sols respecte les condicions en que es
coexpressen cadascun dells amb GATA4. Aix0 suggereix que l'efecte
repressor d’'HDAC4 i HDACS5 no és degut a una desacetilacio de GATA4, sind
gue podria estar relacionat amb una desacetilaci6 de les histones del
promotor o d’altres FT implicats en la regulacié d’'SCN5A. Aquesta observacio
es recolza en experiments dimmunoporecipitacio, on s’‘observa que la
sobreexpressié6 d'HDAC4 i HDAC5 no té cap efecte sobre els nivells
d’acetilaci6 de GATA4. Aixi mateix, els experiments de desacetilacio in vitro
han confirmat que HDAC4 no desacetila GATAA4.
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4. Possible model molecular de regulacié de
I’expressio d’SCN5SA

Tal com ja s’ha comentat, els mecanismes que regulen I'expressié del gen
SCN5A encara sOn poc coneguts. Aix0 constitueix un factor limitant per
entendre la base de moltes canalopaties cardiaques que cursen amb alteracio
del corrent de Na®. Els estudis realitzats en aquesta tesi han permés revelar
un nou mecanisme de regulacié basat amb els factors GATA cardiacs. A partir
de les dades obtingudes es proposa el seguent model de regulacié
transcripcional d’'SCN5A que es podria donar en el cor huma adult (Figura
62).

Els FT cardiacs GATA4 i GATADS reconeixerien i s'unirien als motius GATA de
la regid del promotor i I'intr6 1 d’'SCN5A. GATA4 i GATAS interaccionarien
fisicament entre ells pero només un dels dos s’uniria directament als motius
GATA del DNA. En els casos en qué trobin dos motius GATA molt propers,
aleshores seria possible la unié dels dos simultaniament. Altrament, també
podria ser que cap dels dos s'unis directament al DNA, sind que
interaccionessin a través d’algun altre FT unit al DNA que també formaria part
del complex GATA4-GATADS. Els FT cardiacs NKX2.5, TBX5 i MEF2A, serien
possibles candidats de formar un complex proteic amb GATA4-GATASL. La
formacié del complex permetria actuar cooperativament en l'activacio del
promotor d’'SCN5A.

Una vegada el complex unit al DNA, GATA4 reclutaria p300, que podria
regular 'expressio d’'SCN5A a través de diversos mecanismes. Gracies a la
seva activitat acetiltransferasa, p300 acetilaria les lisines de la regi6é basica del
motiu C-Zn de GATA4, concretament, la lisina K326 i dues de les segluents
lisines: K318, K320 o K322. GATA4 en estat acetilat tindria una major afinitat
pel DNA i activaria el promotor d’'SCN5A. D’altra banda, p300 podria també
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acetilar i interaccionar amb GATAS5, NKX2.5, TBX5 i MEF2A, tal i com ja s’ha
publicat anteriorment, induint també un increment de I'activitat del promotor®”
221,222 E| reclutament de p300 també estimularia I'acetilacié de les histones
H3K27 presents al promotor d’'SCN5A, amb la qual cosa la cromatina en
aquesta regié seria menys compacta i més accessible a la unié de FT. En
conjunt, aquestes vies moleculars afavoririen un estat transcripcionalment
actiu de la cromatina i una regulacié positiva de I'RNA Pol Il i, per tant, el

resultat final seria una activacio de la transcripcié d’'SCN5A.

L'activitat del promotor d’'SCN5A estaria contrarestada per un mecanisme de
desacetilaci6. En aquest mecanisme hi intervindrien membres de la familia
HDAC, les quals no interaccionarien directament al DNA, siné que durien a
terme la seva funcio a través de la unié amb FT. L’acetilaciéo de GATA4, i per
tant la seva funcié activadora d’SCN5A, estaria modulada per HDAC2.
GATAA4, unit al promotor i a l'intré 1 d’SCN5A juntament amb GATAS (i
probablement amb altres FT), reclutaria HDAC?2. La interaccié entre HDAC?2 i
GATA4 podria estar facilitada per HOPX. HDAC2 revertiria I'acetilacié de les
lisines de GATA4 catalitzada per p300. La desacetilacio de GATA4 per
HDAC?2 induiria una inhibicié de I'activitat de GATA4 i, per tant, una repressio

transcripcional del promotor d’'SCN5A.

L’activitat del promotor estaria també regulada per HDAC4 i HDACS pero, a
diferencia d’'HDAC2, el mecanisme no seria depenent de GATA4. HDAC4 i
HDACS regularien SCN5A a través de la desacetilacié d’histones del promotor
o altres FT. Faltarien nous estudis que permetin determinar els FT que
reclutarien HDAC4 i HDACS per tal de produir aquest efecte. La desacetilacio
de les histones induiria un estat més condensat de la cromatina i, per tant,
menys favorable per la transcripcio. Fins al moment no hi ha evidéencies que
GATA4 o GATADS interaccionin amb HDAC4 o HDACS, pero s’ha suggerit que

altres FT cardiacs puguin interaccionar-hi, com per exemple MEF2A%*,

224



Discussio

En global, el model molecular proposat com a nou mecanisme de regulacié de
la transcripci6 SCN5A té com a punt central la cooperacié entre GATA4 i
GATAS a través de la unid a motius GATA al promotor i a l'intré 1. Aquest
mecanisme estaria modulat per un balang entre acetilacio, a través de p300, i
desacetilacio, a on intervindrien HDAC2, HDAC4 i HDACS.

Figura 62. Model molecular de regulacié de I'expressié d'SCN5A. Es representa el
mecanisme molecular que es proposa en aquesta tesi de regulacié de I'expressiéo de
'SCN5A. Els signes positius indiquen activaciéo de la transcripcié i els signes negatius

repressio de la transcripcio6.
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. Experiments realitzats en models cel-lulars demostren que els factors
de transcripcid GATA4 i GATAS interaccionen i activen sinérgicament el

promotor del gen SCN5A.

. Dos motius GATA presents a l'intr6 1 del gen SCN5A huma (a
+403/+406 i a +566/+569 pb, respecte al lloc d’inici de transcripcio del
gen) son importants en l'activacié sinérgica del promotor d’'SCN5A per
GATA4 i GATAS.

. GATA4 i GATAS coocupen el promotor i I'intr6 1 del gen SCN5A en el
ventricle huma adult. Tenint en compte les conclusions anteriors, aquest
resultat suggereix que GATA4 i GATAS s’uneixen a regions reguladores
del gen SCN5A i regulen de manera cooperativa la seva expressio in

Vivo.

. En el ventricle huma adult, els nivells dmRNA d’SCN5A i de GATA4
(analitzats per Droplet Digital PCR) correlacionen positivament i
significativament, fet que déna suport al paper de GATA4 en la

regulacio de I'expressio d’'SCN5A en el cor huma.

. Els resultats demostren nivells detectables d'mRNA de GATAS i
presencia de proteina GATA5 en el ventricle huma adult. Aquestes
observacions clarifiqguen la controversia existent en la literatura sobre
I'expressié d’aquest factor de transcripcié en etapes postnatals. Els
resultats també confirmen I'expressi6 de GATA4 i GATA6 en el cor

adult, tal com ja s’havia descrit.

. Estudis electrofisiologics en oocits de Xenopus evidencien que els
nivells dmRNA d’'SCN5A i el corrent de sodi que circula a través del

canal de sodi cardiac Nay1.5 estan directament correlacionats. Per tant,
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una alteracié en els mecanismes de regulacio transcripcional del gen
SCNB5A aniria lligat a una pertorbacio del corrent de sodi cardiac, fet que
podria causar una aritmia. Aquesta alteracid en els mecanismes de
regulacié podria ser causada per variants genétiques en regions
reguladores d’'SCN5A -per exemple, en llocs d’'uni6 dels factors GATA-
0 bé variants als gens GATA4 o GATAS5 que provoquin un alteracié de

la seva funcio.

7. Latranscripcio del gen SCN5A esta modulada per un balang d’acetilacio
i desacetilaci6. Per una banda l'acetilaci6 de GATA4 per p300
augmenta l'activitat del promotor d’SCN5A, mentre que la desacetilacio
de GATA4 per HDAC2 disminueix l'activitat del promotor. Per altra
banda, SCN5A esta regulat per desacetilacié a través d’'HDAC4 i
HDACS per un mecanisme independent de GATAA4.

8. A partir d’assajos d'acetilacido i desacetilacié in vitro analitzats per
espectrometria de masses s’ha identificat la lisina K326 de GATA4,
localitzada en el domini d’'unié al DNA, com un nou lloc d’acetilacio per
p300. La lisina K326 és desacetilada per HDAC2. Aquests experiments
també han corroborat que dues de les lisines K318, K320 o K322,

presents també en aquest domini, sén dianes de p300 i HDAC2.

9. Els resultats trobats encoratgen a continuar en la recerca de nous
mecanismes de regulacié transcripcional d’'SCN5A per tal de revelar
noves causes del 60-75% de pacients amb SBr i del 20-35% de

pacients amb SQTL sense diagnostic genetic.
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Abstract

Aberrant expression of the sodium channel gene (SCN5A) has been proposed
to disrupt cardiac action potential and cause human cardiac arrhythmias, but
the mechanisms of SCN5A gene regulation and dysregulation still remain
largely unexplored. To gain insight into the transcriptional regulatory networks
of SCN5SA, we surveyed the promoter and first intronic regions of the SCN5A
gene, predicting the presence of several binding sites for GATA transcription
factors (TFs). Consistent with this prediction, chromatin immunoprecipitation
(ChIP) and sequential ChIP (Re-ChlIP) assays show co-occupancy of cardiac
GATA TFs GATA4 and GATAS on promoter and intron 1 SCN5A regions in
fresh-frozen human left ventricle samples. Gene reporter experiments show
GATA4 and GATAS synergism in the activation of the SCNSA promoter, and
its dependence on predicted GATA binding sites. GATA4 and GATA6 mRNAs
are robustly expressed in fresh-frozen human left ventricle samples as
measured by highly sensitive droplet digital PCR (ddPCR). GATAS mRNA is
marginally but still clearly detected in the same samples. Importantly, GATA4
MRNA levels are strongly and positively correlated with SCN5A transcript
levels in the human heart. Together, our findings uncover a novel mechanism
of GATA TFs in the regulation of the SCN5A gene in human heart tissue. Our
studies suggest that GATAS but especially GATA4 are main contributors to
SCN5SA gene expression, thus providing a new paradigm of SCN5A
expression regulation that may shed new light into the understanding of
cardiac disease.

Keywords: SCN5A; transcriptional regulation; GATA4; GATAS5; GATAG;
cardiac arrhythmias
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1. Introduction

Sodium channel, voltage-gated, type V alpha subunit (Nay1.5) drives the
sodium current that initiates the upstroke of the cardiac action potential [1].
Nay1.5 interacts with several regulatory proteins (B-subunits, Nedd4-2
ubiquitin ligase, calmodulin, among others) that modulate Nay1.5 membrane
trafficking and function [2]. Genetic mutations in the SCN5A gene, which
encodes the Nay1.5 subunit, have been linked to cardiac arrhythmias
(Brugada syndrome, long QT syndrome type 3, idiopathic ventricular
fibrillation, atrial fibrillation, progressive cardiac conduction defects, congenital
sick sinus syndrome, and sudden infant death syndrome) [1, 3].

However, recent findings also suggest that aberrant SCN5A gene expression
may increase susceptibility to arrhythmogenic diseases. For example, low
Nay1.5 levels in heterozygous Scnba +/- knockout mice recapitulate cardiac
defects found in human individuals carrying disease-associated SCN5A
mutations, and the severity of these defects is directly correlated with levels of
Nay1.5 expression [4]. In addition, certain haplotypes in the SCN5SA promoter
have been associated with aberrant SCN5A promoter activity and QRS
duration on the electrocardiogram [5]. Finally, a common genetic variant
(rs6801957) found in a distal SCNSA enhancer region has been associated
with abnormal SCN5A expression and slow cardiac conductance [6, 7]. The
rs6801957 variant impairs T-box transcription factor 3 and 5 (TBX3/TBX5)
binding to the enhancer, and has been proposed to promote changes in
SCNbA expression. Collectively, these few studies suggest that dysregulation
of SCN5A gene expression may be linked to cardiac disease, and that
understanding the mechanisms of SCN5A transcriptional regulation may
uncover novel determinants of sodium channel-related cardiac diseases.

The core promoter of the human SCN5A gene spans from nucleotides -261 to
+140 relative to the transcription start site (TSS, +1) [8], and it contains
conserved regions with putative regulatory functions. Downstream conserved
regions may also contain potential cis-regulatory elements, between TSS and
exon 1 and within intron 1 [9]. In particular, intron 1 contains a predicted
GATA1 binding site (BS). Mutation of this site reduces the promoter activity of
the Scnba gene in neonatal mouse cardiomyocytes, suggesting a direct role of
GATA TFs in the regulation of basal SCNSA transcription [8]. The mammalian
genome encodes six GATA TFs (GATA1-6). From those, GATA4, GATAS and
GATAG are expressed in mesoderm- and endoderm-derived tissues, including
the heart. [10]. GATA-BS are present in cis-regulatory regions of multiple
cardiac-specific genes and are required for their proper cardiac expression
[11]. GATA4 is considered a master regulator of cardiac transcriptional
networks, and plays a key role in cardiogenesis and in adult cardiac cells [12].
Mechanistically, GATA4 acts synergistically with other TFs and activates gene
expression by promoting H3K27ac deposition [13]. Of note, GATA4 has been
described to be involved in the developing atrioventricular cardiac conduction
system; accordingly, heterozygous Gata4 +/- mice display short PR intervals
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[14]. Mutations in the GATA4 gene affecting DNA binding or interactions to
other TFs have also been linked to heart dysfunction [15, 16].

Here, we explored a potential role of GATA TFs on transcriptional regulation
of the human SCN5A gene. We found that cardiac GATA TFs, mainly GATA4
and also GATADS, regulate the expression of the SCN5A gene via a synergistic
mechanism. In fresh-frozen human heart samples, we observed that GATA4
transcript levels positively correlate with SCN5SA transcript levels. Overall, we
suggest that GATA4 plays a major role in the regulation of the SCN5A gene in
the human heart, which may shed new light into the understanding of human
cardiac arrhythmias.

2. Materials and Methods
2.1. Cells, Antibodies and Primers

Cardiac cells derived from embryonic rat ventricle (H9c2 cells) and human
embryonic kidney 293 (HEK293) cells were maintained under standard cell
culture conditions. Antibodies used in the experiments were: a-GATA4 (sc-
1237x), a-GATAS (sc-9054x), a-GATA6 (sc-7244x) (all from Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), a-HA (ab1424, Abcam, Cambridge, UK), a-
actin (A2066, Sigma, St Louis, MO, USA), and a-FLAG (F1804, Sigma).
Secondary HRP antibodies were: a-rabbit (32460), a-goat (31402), and a-
mouse (32430) (all from Thermo Scientific, Rockford, IL, USA).

For gqPCR gene expression analyses, we used the following rat primers:
Gata4 (QT02350684) and Scnba (QT00186263) from Qiagen (Hilden,
Germany); Nppa (R_Nppa_1) and Kcnh2 (R_Kcnh2_1) from Sigma; B-actin
(Fw 5'AGCCATGTACGTAGCCATCC, Rv
5'CTCTCAGCTGTGGTGGTGAAZ3"). For droplet digital PCR (ddPCR)
analyses, we used the following validated expression probes: GATA4-FAM
(dHsaCPE5050488), GATAS5S-FAM  (dHsaCPES5036300), GATA6-FAM
(dHsaCPE5037510), GATA4-HEX (dHsaCPE5050489), and GADPH-HEX
(dHsaCPE5031597) from Bio-Rad.

2.2. Plasmids and Site Directed Mutagenesis

Details for plasmids and site directed mutagenesis are provided in
Supplementary Materials and Methods.

2.3. Computational Analyses

TFSEARCH and MEME bioinformatic tools were used to identify GATA-BS in
the SCN5A proximal promoter (from positions - 1125 bp to +857 bp from the
TSS).
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2.4. Human Cardiac Tissue Collection

Human left ventricle samples were collected from fourteen end-stage heart
failure patients undergoing cardiac transplantation (Hospital Clinic,
Barcelona). Control left ventricle heart samples, not used for transplantation,
were obtained from four organ donors (Hospital Clinic, Barcelona). All
individuals signed a written consent to participate in the study. Biopsies were
collected from the explanted heart, washed and snap-frozen in liquid nitrogen
immediately after surgery. To ensure minimum variation due to sample
collection, all samples were dissected from the same heart area, the anterior
wall of the left ventricle, by the same person. Histologically, samples comprise
the three heart layers (epicardium, myocardium and endocardium). All
procedures were approved by the ethical committees of the Hospital Dr. Josep
Trueta de Girona and the Hospital Clinic de Barcelona and conform the
principles outlined in the Declaration of Helsinki.

2.5. Chromatin Immunoprecipitation (ChlP) and Sequential Chromatin
Immunoprecipitation (Re-ChlP) Assays

ChIP and Re-ChIP assays were performed using human adult left ventricle
samples. ChIP was adapted from Gomes et al, 2006 [17] and Re-ChIP from
Furlan-Magaril et al, 2009 [18]. An expanded description of these techniques
is available in Supplementary Materials and Methods.

2.6. Transient Transfection and Luciferase Assays

PromoterA-luciferase or PromoterB-luciferase (200 ng), EF1aPromoter-Renilla
(20 ng) constructs, and GATA expression vectors were transfected into H9¢c2
cells using Lipofectamine 2000 (Life Technologies, Grand Island, NY, USA)
following the manufacturer's specifications. We transfected 1200 ng of each
GATA expression vectors, except for the dose-response experiment in which
we used 600, 1200 and 1800 ng. DNA for each condition was equalized with
pcDNA3.1. Cells were harvested 48 hours later with passive lysis buffer
(Promega, Madison, Wi, USA), and processed for firefly and renilla luciferase
activity with Dual Luciferase Reporter Assay System on a GloMax-96
luminometer (Promega).

2.7. RNAI Experiments

We transfected H9c2 cells with 25 nM of ON-TARGETplus Non-targeting Pool
(D-001810-10) or two different sSiIGENOME siRNA Rat Gata4 (D-090725-02
and D-090725-03; all from Dharmacon, Thermo Scientific) using Dharmaphect
(Thermo Scientific). Forty-eight hours post-transfection, we isolated total RNA
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using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and treated the samples with DNase | to
remove genomic DNA contamination. After reverse transcription of 1 ug of
RNA (Reverse Transcription kit, Qiagen) we performed gPCR with validated
primers for the target genes (Gata4, Scnba, Nppa, Kcnh2, and (3-Actin) and
the Kapa-SYBR Green detection (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA) on
a Mastercycler ep realplex (Eppendorf, Hauppauge, NY, USA).

For the luciferase experiments, H9c2 cells were transfected with 25 nM of
control or Gata4 siRNAs and re-transfected after 24 hours with PromoterA-
luciferase or PromoterB-luciferase (200 ng) and EF 1aPromoter-Renilla (20 ng)
constructs. Cells were harvested 24 hours later and processed for luciferase
assay as described above.

2.8. Co-immunoprecipitation Experiments

We co-transfected HEK293 cells with HA/GATA4 (5 pg) and GATAS5 (5 ug)
expression vectors using Lipofectamine 2000. Forty-eight hours after
transfection we lysed the cells in IP lysis buffer (50 mmol/L Tris HCI pH 7.4,
150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 1% NP-40 and Protease Inhibitors
Cocktail (PI; Roche, Madrid, Spain)) and incubated 1 mg of the total lysate
with a-HA antibody. The immunocomplexes were subjected to Western blot
with a-GATAS antibody. 1% of total protein was used as input.

2.9. Sodium Current Recordings

Xenopus laevis oocytes were obtained as described in the Supplementary
Materials and Methods section. In vitro transcription of SCN5A gene was done
using the MMESSAGE mMACHINE® T7 Transcription Kit (Life Technologies).
Synthetic transcript (cCRNA) concentration was determined using a NanoDrop
spectrophotometer and checked by agarose gel electrophoresis. Different
SCNSA cRNA dilutions were injected in Xenopus laevis oocytes and after 3
days at 18 °C, four batches of oocytes were tested. We measured sodium
currents by whole cell patch-clamp technique using two-microelectrode
voltage clamp. Peak current was determined at -20 mV and the holding
potential was at -120 mV. Measurements were performed using reduced
extracellular Na* (20 mM).

2.10. Gene Expression Analysis in Human Heart Tissue by Droplet
Digital PCR

We disrupted 30 mg of human left ventricle samples with a glass dounce
homogenizer in RLT buffer (Qiagen), and purified the total RNA using the
RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
instructions. To avoid contamination with genomic DNA we included a step of
DNase | treatment. Reverse transcription was performed as described above.

Quantification by ddPCR was carried out in 20 yL reactions containing 1x
ddPCR Supermix for Probes (No dUTP), 250 nM of each commercial probe,
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900 nM specific commercial primers, and 1 uL or diluted cDNA according to
manufacturer's recommendations (PCR conditions: 10 min at 95°C, 40 cycles
of 30 sec at 94°C and 30 sec at 55°C, and 10 min at 98°C). Droplet
generation and absolute droplet quantification was performed in a QX200
Droplet Digital PCR System (Bio-Rad) using the QuantaSoft Software (Bio-
Rad), and analysis was performed using Excel (Microsoft) and Prism
(GraphPad). Quantification references: human GAPDH-HEX and GATAA4-
HEX.

2.11. Statistical Analyses

Data are reported as mean + SEM. Statistical analysis was conducted with
SPSS or GraphPad Prism 6 version for Mac (GraphPad). For two-groups-only
comparisons, we conducted two-tailed t-test. For analysis of multiple groups,
we conducted one-way ANOVA, multiple comparisons comparing the mean of
each group to the mean of every other group. Differences were considered
significant at p<0.05: p<0.05 (*), p<0.01 (**), and p<0.001 (***).

3. Results

3.1. GATA4 and GATA5 Co-Occupy the SCN5A Proximal Promoter in
Human Heart

To explore the potential role of GATA TFs in the regulation of the human
SCNbA gene, we surveyed the SCN5SA promoter for the presence of GATA-
BS in the region comprised between -1125 and +857 bp of the SCN5A gene
(hereafter referred to as SCN5A proximal promoter; +1 referring to the TSS).
This in silico analysis predicted multiple GATA-BS in the SCN5A promoter and
intron 1 (Supplementary Figure S1).

Cardiac TFs GATA4, GATA5 and GATAG are 85% identical in their amino acid
sequence within the DNA binding domain, thus the three bind virtually to the
same predicted GATA-BS [10]. We examined the binding of GATA4, GATAS
and GATAG across the SCN5A promoter and first intronic regions in fresh-
frozen human heart samples by ChIP analysis. Soluble chromatin of human
adult left ventricles was prepared and incubated with GATA4, GATAS5S or
GATA6 antibodies (Figure 1A). In agreement with our computational
prediction, gPCR analysis of the immunoprecipitated material showed robust
binding of GATA4 and GATAS near to the TSS (-198 bp) and intron 1 (+505
bp) regions of the SCN5A gene. We did not detect binding of these TFs to the
distal regions analyzed (-8803 and -5916 bp), which did not contain predicted
GATA-BS. We observed some level of GATAG binding on the same regions
as GATA4 and GATAS, but ChIP enrichment was not statistically significant
relative to control (Figure 1A).
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To examine whether GATA4 and GATAS co-occupy the same DNA molecules
of the SCN5A promoter or whether instead both occupy different DNA
molecules, we next performed Re-ChIP analyses in fresh-frozen human heart
samples. Soluble chromatin fragments of the SCN5A gene first
immunoprecipitated with  GATA4 antibodies were efficiently re-
immunoprecipitated with GATA5 antibodies (Figure 1B). These results
suggest that GATA4 and GATAS5 bind to the same DNA molecules of the
SCNSA promoter and intron 1 regions. In support of our ChIP analysis,
GATAG did not show significant co-enrichment (Figure 1B).
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Figure 1. GATA4 and GATAS bind to the SCN5A proximal promoter in the
human heart. A. ChIP assays from human left ventricle samples using
antibodies against GATA4, GATA5 and GATAG, followed by gqPCR. Numbers
indicate central base pairs of amplicons. Results are shown as percentage of
input (mean = SEM, n=6). Significance was examined by the t-test relative to
negative control (-8803 bp) region. B. Re-ChIP assays from human left
ventricle samples. Chromatin was incubated with a-GATA4 antibody, and then
immunocomplexes were subjected to a second round of immunoprecipitation
using antibodies against GATA4, GATAS5, GATA6 or without antibody
(control). Results are shown as fold immunoprecipitated DNA relative to the
control condition (mean + SEM, n=6). Significance was examined by the t-test
relative to no antibody control. *p<0.05, **p<0.01, and ***p=<0.001.

3.2. GATA TFs Regulate SCN5A Gene Transcription

To evaluate the functional relevance of GATA TF binding to the SCN5A
promoter and intron 1 regions, we next performed reporter assays in rat
cardiac H9c2 cells. These cells derive from rat embryonic ventricle, and are a
well-established “cardiac-like” cellular model to study gene expression [19].
We first examined whether endogenous rat GATA4 regulates rat Scnba
expression. Efficient RNAi-based Gata4 knockdown (80-90%) with two
independent siRNAs induced 40-50% reduction in rat Scnba mMRNA
expression (Figure 2A; decrease of GATA4 protein levels in Gata4-siRNA
transfected cells shown in Supplementary Figure S2). As expected, mRNA
levels of atrial natriuretic factor (Nppa), a well-known GATA4 target [20] [21],
were similarly reduced upon Gata4 siRNA transfection, but we did not observe
the same effect on mMRNA expression of the non-GATA4 target Kcnh2 gene,
which encodes a potassium channel involved in the repolarization phase of
the cardiac action potential. These results support the specificity of our
findings, and suggest that GATA4 positively regulates SCN5SA gene
expression.

Next, we determined whether GATA TF regulatory effects on the SCN5A gene
occur via binding to the promoter and first intronic regions, as suggested by
the ChIPs assays in human cardiac tissue. We performed reporter assays
using a PromoterA-luciferase construct, containing the luciferase gene under
control of the fragment -713 to +282 bp (relative to the TSS) of the human
SCN5A gene. We transfected H9c2 cells with the PromoterA-luciferase
construct and increasing amounts of GATA4, GATAS or GATA6 expression
vectors (analysis by Western blot confirmed correct expression of these three
proteins; Figure 2B, right panel). GATA4 stimulated SCN5A promoter activity
in a dose-dependent manner (Figure 2B, left panel). GATAS also stimulated
SCN5A promoter activity, although to a lesser extent than GATA4. GATAG6
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overexpression led to marginal, but still significant activation at high
concentrations. To exclude the possibility that overexpressed GATA6 was not
fully transcriptionally active, we also tested the effect of GATAG6
overexpression on the pancreatic and duodenal homeobox 1 (Pdx1) promoter,
a known target for both GATA4 and GATAG [22]. We observed that GATAG
overexpression activates the reporter gene through the Pdx71 promoter
(Supplementary Figure S3).

GATA4 and GATAG synergistically activate the natriuretic peptide Nppa and
Nppb genes [20], as well as the pancreatic Pdx1 gene [22]. To test for GATA
TF synergies in the control of the SCN5SA gene, we co-transfected different
combinations of GATA4, GATA5 and GATAG6 expression vectors in H9c2
cells. We observed a synergistic effect on expression of the reporter gene
when GATA4 and GATAS were co-transfected (Figure 2C). However, we did
not see evidence of synergistic effects upon co-transfection of GATA4 and
GATAG, or GATAS and GATAG. Notably, when GATA4 and GATAG were co-
transfected we detected a similar level of activation to the observed after
overexpression of GATA4 alone. In a parallel experiment, we tested the effect
of GATA4 and GATAG co-expression on the Pdx1 promoter. In this case, we
observed synergistic activation of GATA4 and GATAG, as previously reported
[22] (Supplementary Figure S3). Altogether, these results suggest a major role
of GATA4/5 synergism in the activation of the SCN5A promoter.

10
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Figure 2. GATA TFs activate the SCN5A promoter. A. Gata4 siRNAs
downregulate Scnba expression. qPCR analysis of Gata4, Scnba, Nppa and
Kcnh2 mRNA levels from H9c2 cells transfected with control or Gata4 siRNAs
(1 and 2). Transcript levels were normalized to -Actin mRNA and reported as
percentage relative to control siRNA (mean + SEM, n=8). Significance was
examined by the t-test relative to control siRNA. B. Left panel. Luciferase

11
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experiments in H9c2 cells transfected with PromoterA-luciferase construct and
increasing amounts (600, 1200 and 1800 ng) of the indicated GATA TF
expression vectors. Luciferase values were normalized to renilla and are
shown as fold induction relative to non-overexpressing control conditions
(mean = SEM, n=6). Significance was examined by the t-test relative to
control. Right panel. Western blot of transfected samples shows correct
expression of GATA TFs. C. Luciferase experiments in H9c2 cells transfected
with PromoterA-luciferase and the indicated GATA factor (1200 ng).
Luciferase values were normalized with renilla and are shown as fold
induction relative to control (mean + SEM, n=6). Multiple group comparison
was performed using the ANOVA test. Statistical significance of SCN5A
promoter activity in the presence of each GATA TF relative to control
conditions is not shown in Figure 2C for clarity, and was as indicated in Figure
2B. *p=<0.05, **p=<0.01, and ***p<0.001.

3.3. GATA4/GATAS5 Synergism Is Decreased In Mutated Intron 1 GATA-
BS

Our ChIP and Re-ChIP experiments show that, in addition to the region
upstream TSS, GATA TFs also bind to the intronic 1 region (+505 bp). We
therefore tested the effects of GATA TFs on a second construct, PromoterB-
luciferase, that contains the luciferase gene under control of the fragment -260
to +612 bp from the SCNSA gene (Supplementary Figure S1). PromoterB
showed 3-fold higher transcriptional activity on the reporter gene than
PromoterA (Figure 3A), which supported previous findings suggesting that
intron 1 contains additional cis-positive regulatory elements [8]. In addition,
GATA4/5 synergism was greater on PromoterB than on PromoterA
(Supplementary Figure S4), but we observed a similar (~40-60%) reduction in
SCNbSA promoter activity associated to Gata4 knockdown in both promoter
constructs (Figure 3B). These data suggest that the effect of Gata4
knockdown on Scnb5a mRNA levels in Figure 2A is the result of a promoter-
dependent activity, although we cannot completely exclude the possibility that
Gata4 siRNAs could have other indirect effects.

We also tested whether the regulatory roles of GATA4 and GATAS on the
SCN5A promoter were dependent on the presence of specific GATA-BS. For
this purpose, we generated two new versions of PromoterB-luciferase
construct containing mutations in one or two predicted GATA-BS (Figure 3C
and Supplementary Figure S1B). These predicted elements, located within the
intron 1 region, are highly conserved among mammals (Supplementary Figure
S5). Luciferase assays showed that activation of the SCN5SA promoter by
GATA4 decreased with the number of mutated GATA-BS. Similarly, GATA4
and GATA5 synergism was significantly reduced in GATA-BS mutant
constructs (Figure 3C). These findings further support that GATA4 and
GATAS5 mediate their regulatory actions on SCN5A transcription via GATA-
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BS. However, those sites present in intron 1 would not be completely
indispensable, since transcriptional activity of a promoter construct without
these sites (PromoterA) is also increased upon GATA TFs overexpression
(Figures 2B and 2C).

Since GATA4 and GATAS co-regulate the SCN5A promoter, we also tested
whether GATA4 and GATADS interact. We transfected HEK293 cells with HA-
tagged GATA4 and GATAS5 expression vectors and immunoprecipitated
GATA4 from the lysates using anti-HA antibodies. GATA5 was detected in the
immunoprecipitated material by Western blot, suggesting that GATA4 and
GATAS interact, directly or indirectly (Figure 3D). Collectively, our data
suggest that GATA4 and GATAS form a complex and synergistically activate
SCNbA transcription via GATA-BS, including, but not exclusively, the most
conserved GATA-BS in intron 1.
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Figure 3. GATA4/GATAS synergism is decreased in mutated intron 1
GATA-BS. A. Luciferase assays in H9c2 cells transiently transfected with
PromoterA-luciferase or PromoterB-luciferase (200 ng) and EF1aPromoter-
Renilla (20 ng). Luciferase values were normalized with renilla (mean £ SEM,
n=5). Significance was examined by the t-test. B. Luciferase experiments in
H9c?2 cells transfected with PromoterA-luciferase or PromoterB-luciferase, and
control or Gata4 siRNAs. Luciferase values were normalized with renilla and
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are shown as percentage over control (mean £ SEM, n=3). Significance was
examined by the t-test relative to control siRNA. C. Top. Schematic
representation of the single and double mutant PromoterB constructs. The
numbers indicate the initial and the end position from the TSS (represented by
an arrow) and the black lines indicate the mutated GATA-BS. Nucleotide
changes for GATA-BS1 and GATA-BS2 and their genomic position according
to GRCh37 are also shown. Bottom. Luciferase experiments in H9c2 cells
transfected with PromoterB-luciferase WT or mutated constructs and the
indicated GATA factor expression vectors. Luciferase values were normalized
with renilla and are shown as fold induction relative to control (mean + SEM,
n=3). Significance was examined by the t-test assay relative to the WT
construct. D. Total lysates from HEK293 cells transfected with GATA4-HA and
GATAS expression vectors were immunoprecipitated with a-HA antibody.
Western blot of input and immunoprecipitated samples is shown. Images are
representative of two independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, and
***p<0.001.

3.4. Correlation of GATA4 and SCN5A mRNA levels in Human Adult
Heart

To examine whether changes in SCNS5A RNA directly correlate with sodium
currents, we took advantage of Xenopus oocytes, which lack endogenous
SCNbA and are a common model system in electrophysiological studies [23].
We injected increasing amounts of synthetic complementary RNA (cRNA)
encoding human SCN5A in Xenopus oocytes and measured the
corresponding Nay1.5 current using whole cell patch-clamp. We observed a
positive and linear correlation between peak Nay1.5 current and injected
levels of SCN5A cRNA (r’=0.9962; Figure 4A). Thus, the relative levels of
SCN5A mRNA may have direct, linear biological effects.

To investigate a direct relationship between levels of SCN5A mRNA and
GATA TFs in human heart tissue, we next applied the high sensitive and
accurate droplet digital (ddPCR) approach. In fresh-frozen left ventricle
samples (four samples from healthy donors and fourteen samples from end-
stage heart failure patients), we detected robust GATA4, GATA6, and SCN5A
MRNA expression, as well as marginal but still clear signal over background
for GATA5 mRNA (relative levels were as follows: GATA4 levels were 76-fold
higher than GATAS levels, and GATAG6 levels were 2.6-fold higher than
GATA4 levels; Figure 4B). Similarly, we detected the three GATA TFs by
Western blot in a fresh-frozen human left ventricle sample (Supplementary
Figure S6), although an accurate measurement of relative expression was not
possible since each antibody intrinsically displays a particular affinity for its
antigen.

Notably, we observed a positive and significant (Pearson coefficient 0.63)
correlation between GATA4 and SCN5A transcripts in human adult cardiac
tissue (Figure 4B). No significant correlation was detected between GATAS or
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GATA6 and SCN5A mRNA levels, or among GATA TFs (Figure 4B).
Altogether, these results further support that GATA4 plays a major role in the
regulation of SCN5A mRNA levels in human adult heart.

Figure 4. A. Left. Peak Nay1.5 current measurements of Xenopus oocytes
injected with the indicated SCN5A cRNA concentrations. Numbers mean the
measurements done in each condition. Right. Representative whole cell
sodium current traces recorded from Xenopus oocytes injected with 1 and 20
ng/ul of SCNSA cRNA. B. Droplet digital PCR analysis of GATA TF and
SCN5A mRNA levels in n=18 human left ventricle samples. Data are
displayed in scatter plots to compare each GATA TF with SCN5A mRNA
levels, and Pearson correlation analysis was performed to determine
statistical significant correlation. *p<0.05, **p=<0.01, and ***p=<0.001.

16



Tarradas et al

4. Discussion

This study reveals that GATA4 synergizes with GATAS in the activation of the
SCNbA gene via binding to GATA-BS within the SCN5A proximal promoter
and intron 1 regions. This conclusion is supported by experiments performed
in human adult left ventricle tissue, as well as in a cell line derived from rat
embryonic ventricle. Our ddPCR analysis also reveals a positive and
significant correlation between GATA4 (but not GATAS5 or GATA6) and
SCN5A mRNA levels in human cardiac samples, thus supporting a direct role
of GATA4 in regulating SCN5A gene expression in the human heart. We
should note, however, the limitation of this ddPCR analysis, since heart
samples included the three heart layers (epicardium, myocardium and
endocardium). Thus, the relative abundance of each layer in each sample
may_affect the overall measured levels of GATA factors and SCN5A, since
SCN5A expression has been reported to vary across the human cardiac
ventricular wall [24].

Previous reports showed synergistic effects of GATA4 with other TFs,
including GATAG [20], Nkx2-5 [25], TBX5 [16], and MEF2 [26]. Consistent with
these effects, recent ChiP-seq studies in mouse cardiomyocytes identified
cardiac enhancers co-occupied by multiple TFs, including GATA4 [27-29].
Notably, GATA4 was shown to co-locate with TBX3, TBX5, and NKX2-5 on
two enhancers, included within the mouse Scn10A gene and downstream of
the Scnba gene [6, 30]. These two enhancers activate Scnba transcription by
looping with the Scnba promoter, as it was shown by 4C-seq [7]. Here,
therefore, we favor a mechanism by which GATA4 may function with GATAS
and other TFs, yet to be determined, to regulate the SCN5A gene. Although
the role of GATAS5 in the human adult heart remains unclear [10, 11, 31-34],
our results favor a model in which GATA4 and GATAS co-regulate the SCN5A
gene, and we speculate that part of the controversy about GATAS expression
in the adult heart can be explained by divergent mMRNA and protein GATAS
levels.

Our ChIP and Re-ChIP experiments suggest that GATA4 and GATAS bind to
the SCN5SA promoter and intron 1 regions in the human adult heart, while no
binding is detected in far upstream regions (-8803 bp and from -5916 bp).
These observations are in agreement with recent findings showing that, in
mouse fetal heart, ~80% of GATA4 sites are distal to TSS regions; however,
in mouse adult heart, GATA4 shifts to TSS-proximal locations, and only ~45%
of GATA4 sites are distally located [13]. In this study, He et al. detected
GATA4 ChIP-seq signal at the mouse Scnba promoter, but not at intron 1 [13].
Data from the Mouse ENCODE Project revealed that cis-regulatory elements
have undergone important evolutionary changes between human and mouse,
but the regulatory networks are highly conserved between orthologous cell
types of both species [35]. Consistently, we speculate that, although GATA4-
BS differ between human and mouse, GATA4 function as regulator of SCN5A
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gene is preserved. This possibility is supported by the observation of
substantial reduction in H3K27 acetylation, a histone mark associated with
active transcription, on the Scnba promoter in Gata4 knockout mouse
embryos, thus confirming the importance of GATA4 in SCN5A gene
expression activation [13].

The identification of GATA4 and GATAS5 as novel regulators of SCN5A
transcription raises the possibility that these factors may be associated with
arrhythmogenic diseases. Genetic variants in GATA4 (or GATAS5) genes could
be related to arrhythmogenic diseases via dysregulation of SCN5A
expression. The effect of mutations on GATA4 (and GATAS5) function could
determine the levels of Nay1.5 channel expression, which could explain the
variability of phenotypes associated with SCNb5A-related arrhythmias. In
support of this idea, Gata4 +/- mice, although viable, display short PR intervals
[14].

Our data also raises the intriguing question whether genetic variation in
GATA-BS could lead to arrhythmogenic diseases. Single nucleotide variants
(SNVs), insertions, and deletions affecting GATA-BS could impair GATA TF
regulatory functions on the SCN5A gene, thereby modulating SCN5A
expression or even protecting from cardiac arrhythmias. The 1000 Genomes
database includes two SNVs in the GATA-BS regions studied here,
rs552565807 and rs115996915, but direct studies would be needed to identify
their potential effects in SCNSA expression. In any case, the possibility that
genetic variations in GATA-BS could lead to arrhythmias is already supported
by genome-wide association (GWAS) studies indicating that most disease-
associated variants lie within regulatory regions [36]. Indeed, de novo
discovery of mutations in nonexonic regions (versus exonic regions) holds the
promise that uncovering the transcriptional regulation of cardiac genes can
lead to a better understanding of heart diseases.
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5. Conclusions

In this study, we report the regulatory role of GATA4 on the SCN5SA gene in
human heart. Our work provides evidences that: 1) GATA4 and GATAS5 co-
occupy the SCNSA promoter and the first intronic regions, interact, and
synergize to regulate the expression of the SCN5A gene in human heart
tissue; 2) two GATA-BS found in intron 1 are important but not the sole
contributor elements for this regulatory role; and, 3) GATA4 and SCN5A
MRNA levels positively correlate in adult human hearts. Overall, we anticipate
that the study of NaV1.5-related arrhythmias will need to extend to GATA TFs
and GATA-BS.
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Transcriptional regulation of the sodium channel gene (SCN5A) by
GATA4 in human heart

Highlights:
* GATA4 and GATA5 co-occupy the promoter and the first intron of the
SCNb5A gene.

*» GATA4 and GATAS interact and synergize to regulate the expression of the
SCN5A gene.

* Two GATA-binding sites within SCN5A intron 1 are important for GATA4/5
synergism.

* GATA4 and SCN5A mRNA levels positively correlate in adult human hearts.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Materials and Methods
Plasmids and Site Directed Mutagenesis

The pMT,-GATA4 expression vector was a kind gift of Dr. Jeffrey Molkentin (Cincinnati
Children’s Hospital, Cincinnati, OH, USA) [1]. The pRK-GATA5 and the pCMV-GATAG6-
FLAG expression vectors were a kind gift of Dr. Anabel Rojas, CABIMER, Sevilla, Spain.
The pCGN-GATA4-HA expression vector (a kind gift from Jonathan A. Epstein, Penn
Cardiovascular Institute, Philadelphia, PA, USA) [2] was used in the immunoprecipitation
assays.

Two SCN5Apromoter-luciferase constructs of variable length were used: PromoterA (from
-713 to +282 bp, from the TSS) cloned in a pSGG, was purchased from Switchgear
Genomics (Menlo Park, CA, USA), and PromoterB (from -260 to +612 bp) cloned in a
pGL3, was a kind gift from Dr. Dan Roden (Vanderbilt University, Nashville, TN, USA) [3].
The EFlaPromoter-Renilla construct has previously been described [4].

The PromoterB construct was used as a template to generate mutations of two GATA
motifs (TATC to GCAA located at position +403/+406, designed as mutation 1, and GATA
to TTGC located at position +566 /+569, designed as mutation 2) using the QuickChange
Site-Directed Mutagenesis system (Stratagene, La Jolla, CA, USA) and the following

primers (mutations underlined). Mutation 1: (Fw) 5'-
CGCCCGGCTGGAGGGGCAACCCGGGGGAGACGTC-3 and (Rv) 5'-
GACGTCTCCCCCGGGTTGCCCCTCCAGCCGGGCG-3'.  Mutation 2 (Fw) 5'-
CTGGGATTGGGACCCGTTGCCCGGAGGCCGGAGACC-3’ and (Rv) 5'-

GGTCTCCGGCCTCCGGGCAACGGGTCCCAATCCCAG-3..

The Single Mutant construct contained the mutation 2, and the Double Mutant construct
both mutations. After verifying the presence of the desired mutations by sequencing, the
constructs were digested with Sacl and Ncol and the fragments were subcloned into a
pcDNA3.1 expression vector.

The pGL3-Pdx1-wildtype reporter plasmid containing a 1,927-bp fragment of the mouse
Pdx1 promoter region was a kind gift of Dr. Anabel Rojas [5].

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) and Sequential Chromatin Immunoprecipitation
(Re-ChlP) Assays

100 mg of heart ventricular tissue were cut into small pieces and cross-linked with 1%
formaldehyde in PBS with Protease Inhibitors Cocktail (Pl) during 10 min at room
temperature on a rotating platform. The reaction was stopped in 0.125 mol/L of glycine for
5 min. After two washes with cold PBS, we disaggregated the tissue with a glass dounce
homogenizer in PBS and pelleted at 100 g, 1 min. To release the nuclei, we resuspended
the cell pellet in 6 volumes of lysis buffer (5 mmol/L PIPES pH 8, 85 mmol/L KCI, 0.5%
NP-40 supplemented with PI), incubated in ice for 10 min, and then centrifuged at 400 g
for 10 min. We resuspended the nuclei pellet in Szak’s Ripa buffer (150 mmol/L NaCL,
1% Igepal CA-630, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mmol/L Tris-HCI at pH 8.5 mmol/L
EDTA, 50 mmol/L NaF, 5 mmol/L sodium butyrate, 0.5 mmol/L AEBSF and PI) and
incubated 5 min in ice. We sonicated the chromatin using the Bioruptor® NGS
(Diagenode, Liége, Belgium) during 30 cycles (30 seconds ON, 30 seconds OFF each
cycle) at high setting. Samples were loaded into 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), to check that size of chromatin fragments ranged between 200-
500 bp. Next, we centrifuged samples at 1340 g, 10 min at 4 °C and precleared the
supernatant containing chromatin for 2 h with 20 pl of DiaMag protein G-coated magnetic
beads (Diagenode) and Szak’s Ripa buffer, except 2% of the supernatant that was kept



as input fraction. For each IP, we incubated overnight at 4 °C the chromatin with 5 pg of
antibody and 20 ul of DiaMag protein G-coated magnetic beads preblocked with 1 mg/mi
BSA and 0.3 mg/ml salmon sperm DNA. Antibodies used for immunoprecipitation were a-
GATA4, a-GATAS and a-GATAG. After capturing the beads with a magnetic rack, we
washed the beads as following: twice with RIPA buffer, four times with wash buffer (100
mmol/L Tris HCI pH 8.5, 500 mmol/L NaCl, 1% v/v Nonidet P-40 and 1.5% w/v
deoxycholic acid), twice with RIPA and twice with TE 1x. To elute the immunocomplexes,
we incubated for 10 min at 65 °C with 250 ul of Tailandis Elution buffer (70 mmol/L Tris
HCI pH 8, 7 mmol/L EDTA and 1.5% w/v SDS) and removed the beads with the magnetic
rack. We treated the samples with RNAse and Proteinase K followed by the reverse
cross-linking for 5 h at 65 °C with NaCl to 200 mmol/L final concentration.

We purified the DNA using NucleoSpin® Gel & PCR clean-up kit (Macherey-Nagel,
Germany) following the manufacturer's specifications. We analyzed the
immunoprecipitated material by qPCR using primers specific for multiple regions of the
human SCNS5A locus (Supplementary Table S1). Results are shown as percentage of
input.

For Re-ChlIP assays, after the first immunoprecipitation with GATA4 antibody, beads were
washed twice with RIPA buffer and the immunocomplexes were eluted two times with 75
pl of 10 mM DTT for 15 min at room temperature. To avoid DTT effects on the second
antibody, elutes were diluted 10-times with RIPA buffer. Next, the second
immunoprecipitation was performed overnight at 4 °C, incubating the elutes with 20 pl of
DiaMag protein G-coated magnetic beads previously preblocked and 5 ug of a-GATA4, a-
GATAS or a-GATA6 antibodies or without antibody (control condition). The magnetic
beads were then washed twice with RIPA buffer and once with wash buffer, RIPA buffer
and finally with TE. Elution of the immunocomplexes and the following steps are the same
described for the ChIP protocol.

Xenopus laevis oocytes

Oocytes were obtained from Xenopus laevis (Nasco Biologicals & Educational Kits
Production Facility, Fort Atkinson, Wi, USA) under anesthesia as follows: frogs were first
placed into tap water containing 0.12 % Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate
(Tricaine) for 20 min. Reflex tests were performed to confirm successful anesthesia (pedal
withdrawal reflex). Anesthetized frogs were briefly rinsed with water and placed
immediately on ice for surgical removal of ovarian lobes, as previously described [6].

The Xenopus laevis experiments were approved by the local government of the Free
State of Thuringia (Thuringer Landesamt flr Verbraucherschutz) under the registration
number 02-037/13 and performed in accordance with the guidelines from Directive
2010/63/EU of the European Parliament on the protection of animals used for scientific
purposes.

Isolation of Soluble Proteins from Human Heart and Western Blot

Human left ventricle samples (approximately 0.5-1 g) were grounded using a mortar and
pestle in liquid nitrogen, and homogenized (Polytron, Kinematica) in 50 mmol/L Tris, 150
mmol/L NaCl containing PI, on ice. Samples were centrifuged (15 min, 16,000 g, 4 °C)
and supernatant was kept at —80 °C until used. Lysates were then analyzed by Western
blot using antibodies against GATA4, GATA5, GATAG6 and Actin.
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Supplementary Figure S1. GATA-BS identified in the human SCN5A proximal
promoter (1982bp; chr3: 38,692,343 - 38,690,362; according to GRCh37). In A and B the
regions corresponding to the PromoterA (from -713 to +282 bp) and PromoterB (from -
260 to +612 bp), respectively, are shown in grey. The GATA binding sites identified by
TFSEARCH are shown in blue boxes, and by MEME in orange boxes. The mutated
GATA-BS in PromoterB are shown in red: mutation 1 changes TATC to GCAA at position
+403/+406 bp (chr3: 38,690,813 — 38,690,816); and mutation 2 changes GATA to TTGC
at position +566/+569 bp) (chr3: 38,690,650 — 38,690,653). Arrows indicate the
transcription start site of the human SCN5A gene.



Supplementary Figure 2

Supplementary Figure S2. Decrease of GATA4 protein levels in Gata4 siRNA-
transfected cells. H9c2 cells were transfected with control or Gata4-1 siRNAs, lysed
after 48 h and analyzed by Western blot.



Supplementary Figure 3

Supplementary Figure S3. GATA4 and GATAG6 synergize to activate the Pdx1
promoter. Luciferase experiments performed in HEK293 cells transiently transfected with
the Pdx1-luciferase (200 ng) and EFlaPromoter-Renilla (20 ng) reporter vectors, together
with GATA4 and GATAG expression vectors (600 ng). Luciferase values were normalized
with renilla and are shown as fold induction relative to control (mean + SEM, n=3).
Significance was tested by the t-test relative to control or double overexpressed
conditions as shown. *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001).



Supplementary Figure 4

Supplementary Figure S4. GATA4/5 synergism on PromoterA and PromoterB
constructs. Luciferase experiments in H9c2 cells transiently transfected with PromoterA-
luciferase or PromoterB-luciferase (200 ng), EFlaPromoter-Renilla (20 ng) and the
indicated GATA TF expression vectors (1200 ng of each). Normalized values with renilla
are shown as fold induction relative to control condition (mean + SEM, n=6). Significance
was examined in a t-test. *p<0.05, **p<0.01, and **p<0.001.



Supplementary Figure 5

Supplementary Figure S5. Conservation of GATA-BS1 and GATA-BS2 sites located
in intronic 1 region of the SCN5A gene in different mammals. Data was obtained from
UCSC Genome Browser.



Supplementary Figure 6

Supplementary Figure S6. GATA4, GATAS5 and GATAG are expressed in the human
adult heart. Western blots of total protein from human left ventricle samples (0, 30 and 60
ug) were analyzed with antibodies against GATA4, GATA5 and GATAG6. Actin was used
as loading control. Images are representative of three independent experiments.



Supplementary Table S1

Posi tion Start End Genom ¢ Sequence

Rel ati ve Regi on

to TSS

-8,833 to 38, 700, 052 | 38,699,991 | 5 UTR Fw: 5”-gggactccagtcctctttcc-3”
-8,772 bp Rv: 57-ccccagcatccagatttcta-3~
-5,976 to 38, 697, 193 | 38,697,074 | 5 UTR Fw: 57”-taaaggcaggattgggtcac-3~
-5,857 bp Rv: 57-tttgaaggcatgagcagttg-3~
-237 to 38, 691, 454 | 38, 691, 377 | Pronot er Fw: 57-ccgcctatgtctgtctgtcc-3~
-160 bp Rv: 57-gcacactcccacactgacc-3~
+440 to 38,690, 779 | 38,690,648 | Intron 1 | Fw: 5”-cccttcccttccctttcctt-3”
+571 bp Rv: 57-ggtatccgggtcccaatcc-3~

Primers used for the gPCR analysis of the ChIP and Re-ChIP samples. The table
shows the positions of the primers relative to the SCN5A TSS, the start and the end of the

human genomic position (according

to GRCh37),

the SCN5A genomic region

corresponding to these positions, and the sequence of the Forward (Fw) and Reverse
(Rv) primers.
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