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INFORME DE LES DIRECTORES 

 

La memòria de la Tesi Doctoral “CERKL, generació d’un model knockout de retinosi pigmentària i estudis 

funcionals” presentada per Alejandro Garanto Iglesias, es presenta com un compendi de 3 publicacions. La 

participació del doctorand és la que es detalla a continuació: 

 

PUBLICACIÓ 1: Overexpression of CERKL, a gene responsible for retinitis pigmentosa in humans, protects cells from 

apoptosis induced by oxidative stress. Miquel Tuson, Alejandro Garanto, Roser Gonzàlez-Duarte i Gemma Marfany. 

Molecular Vision, 15: 168-180, 2009. Índex d’impacte (2009): 2.541 (Q1) 

 

El doctorand, Alejandro Garanto, ha estat el responsable de part del treball experimental i comparteix co-autoria 

amb el primer signant. La seva contribució ha consistit en realitzar els assaigs de fosforilació in vitro, els estudis 

relacionats amb l’estrès oxidatiu, alguna de les localitzacions subcel·lulars i també el fraccionament subcel·lular. 

La seva aportació queda reflectida en les figures 3, 4F, 5, 6 i 7 de l’article. 

 

PUBLICACIÓ 2: High transcriptional complexity of the retinitis pigmentosa CERKL gene in human and mouse. 

Alejandro Garanto, Marina Riera, Esther Pomares, Jon Permanyer, Marta de Castro-Miró, Florentina Sava, Josep 

F Abril, Gemma Marfany i Roser Gonzàlez-Duarte. Investigative Ophthalmology and Visual Science, 52: 

5202-5214, 2011. Índex d’impacte (2009): 3.431 (Q1) 

 

El doctorand ha contribuït en aquest treball realitzant tota la part experimental relacionada amb l’estudi de Cerkl 

en ratolins. El doctorand ha disseccionat els teixits, ha obtingut l’RNA, ha analitzat les seqüències, ha cercat els 

promotors, ha preparat les crioseccions i ha realitzat les immunohistoquímiques sobre aquestes. Aquest treball 

queda reflectit en les figures: 1B, 3B, 5B, 6 i 7. 

 

PUBLICACIÓ 3: The use of alternative promoters turns a targeted knockout of the Retinitis Pigmentosa gene 

Cerkl into a knockdown with mild affectation of the retinal ganglion cell layer. Alejandro Garanto, Javier 

Vicente-Tejedor, Marina Riera, Pedro de la Villa, Roser Gonzàlez-Duarte, Roman Blanco i Gemma Marfany. 

Investigative Ophthalmology and Visual Science (Sotmès a publicació).  

 

La contribució del doctorand en aquest treball ha consistit en la generació, manteniment i dissecció del ratolí 

knockout, l’anàlisi d’expressió i de promotors en diversos teixits, l’obtenció i la realització de crioseccions, per 

realitzar els experiments de tinció Hematoxilina-Eosina, d’immunohistoquímica i d’hibridació in situ, així com 

l’anàlisi de proteïnes a partir de lisats de retina WT i KO. L’aportació del doctorand queda reflectida en les Figures 

1, 2, 3, 4, 5, 7 i S1. 
 

 

 

Barcelona, 6 de Juny 2011 

 
 

 

 

 

 

 

 

Roser Gonzàlez-Duarte                                       Gemma Marfany 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítol 1 

Caracterització del gen CERKL 
i aproximació funcional



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Publicació 1 
Overexpression of CERKL, a gene responsible for 

retinitis pigmentosa in humans, protects cells from 

apoptosis induced by oxidative stress 
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PUBLICACIÓ 1 

 

TÍTOL 

“Overexpression of CERKL, a gene responsible for retinitis pigmentosa in humans, protects cells from apoptosis 

induced by oxidative stress” 

 

AUTORS (ANY) 

Miquel Tuson, Alejandro Garanto, Roser Gonzàlez-Duarte i Gemma Marfany (2009) 

 

REFERÈNCIA 

Molecular Vision 15: 168-180 

 

RESUM 

La retinosi pigmentària (RP) és una malaltia neurodegenerativa de la retina causada per diferents 

gens i que es caracteritza per la mort dels fotoreceptors per apoptosi. Un d’aquests gens és CERKL 

(Ceramide Kinase-Like). En aquest treball analitzem la seva funció i la seva possible contribució a la 

patogènesi. Primerament, es va realitzar un estudi transcripcional per poder identificar les isoformes que 

es produeixen a la retina. També, es va estudiar la localització subcel·lular d’aquestes, així com de la 

construcció que contenia la mutació descrita R257X. En quant als assaigs funcionals, es van realitzar 

experiments per trobar la funció quinàsica de la proteïna, així com diferents estudis d’estrès oxidatiu per 

tractar d’observar la susceptibilitat/protecció de CERKL davant d’aquesta agressió. Els resultats obtinguts 

van permetre concloure que CERKL produeix, com a mínim, 4 transcrits diferents en la retina, que 

codifiquen per proteïnes de 532, 558, 419 i 463 aminoàcids, que es localitzen majoritàriament al reticle 

endoplasmàtic i aparell de Golgi, fet que es va confirmar mitjançant un experiment de fraccionament 

cel·lular. A més a més, CERKL pot anar al nucli i al nuclèol, mentre que la forma mutada de CERKL que 

causa RP, R257X, queda retinguda a nucli gairebé en el 90% dels casos. La sobreexpressió d’algunes 

isoformes protegeix les cèl·lules en cultiu d’entrar en apoptosi sota condicions d’estrès oxidatiu, mentre 

que la proteïna CERKL-R257X no exerceix aquesta protecció, fet que podria explicar perquè mutacions 

en CERKL provoquen degeneració dels fotoreceptors. Per últim, no es va poder demostrar que CERKL 

sigui una quinasa de ceramides i per tant, aquesta proteïna continua essent una quinasa de lípids òrfena 

de substrat. La seva localització subcel·lular dinàmica suggereix múltiples llocs d’actuació. Tots aquests 

resultats ens ajuden a comprendre una mica més els mecanismes moleculars que causen degeneració 

retinal. 
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APORTACIÓ PERSONAL AL TREBALL 

La part que he dut a terme en aquesta publicació d’autoria compartida ha consistit en: a) la 

generació de la construcció R257X, així com l’estudi de la seva localització subcel·lular (Figura 4F), b) 

fraccionament cel·lular mitjançant gradient de sucrosa per establir a quins compartiments membranosos 

està associada la proteïna CERKL (Figura 5), c) la cerca de la funció quinasa de lípids utilitzant diferents 

substrats i diferents isoformes (Figura 3) i d) estudi de la resposta de les cèl·lules quan sobreexpressen 

CERKL envers l’estrès oxidatiu (Figures 6 i 7). 
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Publicació 2 
High transcriptional complexity of the retinitis 

pigmentosa CERKL gene in human and mouse 
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PUBLICACIÓ 2 

 

TÍTOL 

“High transcriptional complexity of the retinitis pigmentosa CERKL gene in human and mouse” 

 

AUTORS (ANY) 

Alejandro Garanto, Marina Riera, Esther Pomares, Jon Permanyer, Marta de Castro-Miró, Florentina 

Sava, Josep F Abril, Gemma Marfany i Roser Gonzàlez-Duarte (2011) 

 

REFERÈNCIA 

Investigative Ophtalmology and Visual Science, 52: 5202-5214 

 

RESUM 

S’han descrit diverses mutacions en CERKL, que causen retinosi pigmentària (RP). Ens vàrem 

proposar realitzar un estudi transcripcional exhaustiu, tant en teixits humans com murins, enfocat a 

identificar el repertori de possibles formes d’splicing, determinar la utilització de promotors alternatius i, 

l’efecte de les mutacions descrites fins el moment. Per caracteritzar l’espectre transcripcional de CERKL 

vàrem emprar dues estratègies diferents, in silico i in vitro. L’anàlisi in silico, va consistir en la cerca d’inicis 

de transcripció i predicció de metionines iniciadores, així com en la generació d’una matriu a partir de 

tots els gens causants d’RP no sindròmica, per cercar motius estructurals, comuns a tots ells i possibles 

dianes de factors de transcripció específics de retina. Mitjançant RT.PCRs, es van caracteritzar els 

transcrits aïllats de diferents teixits, especialment a la retina. El resultat d’aquesta caracterització va ser 

una elevada multiplicitat de transcrits, on es van aïllar més de 20 en cadascuna de les espècies i la gran 

majoria d’ells, no descrits fins el moment. Endemés, es van identificar tres promotors nous en cada 

espècie, fet que encara augmenta més la complexitat transcripcional d’aquest gen. Per últim, es va 

estudiar la localització de CERKL en la retina de ratolí mitjançant tècniques immunohistoquímiques. 

Aquests experiments van mostrar que CERKL és majoritàriament citosòlica, i que localitza sobretot en el 

segment extern dels cons i regions perinuclears. Tant els estudis in vitro com in silico van convergir en els 

mateixos resultats, fet que ofereix un mapa dels productes gènics específics de cada espècie i que suggereix 

una regulació gènica molt fina a nivell de la retina i altres teixits, que pot servir d’ajuda per fer estudis de 

correlació genotip-fenotip en els casos de distròfia retinal en els quals CERKL és el gen causal. 

 

NOTA: El material suplementari es troba disponible en el CD adjunt al final d’aquesta Tesi. Per una 

millor visualització, el desplegable que es troba a continuació d’aquest article, es correspon a la Figura 2 

de la PUBLICACIÓ 2. 
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APORTACIÓ PERSONAL AL TREBALL 

Aquest treball ha estat realitzat per diverses persones del grup d’RP i del grup del Dr. Josep F. 

Abril. La meva aportació a aquesta publicació ha estat la totalitat de la part experimental i anàlisi 

corresponent realitzada sobre mostres de ratolí, i que ha consistit en: a) dissecció de teixits, extracció 

d’RNA i la realització de les RT-PCRs per caracteritzar els transcrits (Figura 1B); b) identificació dels 

transcrits majoritaris (Figura 3B); c) semiquantificació de l’expressió de Cerkl en teixits murins (Figura 

5B); d) cerca de nous promotors, així com la seva especificitat tissular (Figura 6), i e) dissecció i 

realització dels talls de retina per dur a terme la detecció de la proteïna en les cèl·lules d’aquest teixit 

(Figura 7). 
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CERCA DEL SUBSTRAT DE CERKL 

 

ANTECEDENTS 

 

CERKL és un gen que el nostre grup va identificar l’any 2004 com a causant d’arRP. La proteïna 

CERKL té una elevada similitud amb la proteïna CERK, presentant totes dues un domini quinasa de 

lípids conservat i una regió específica del grup de les quinases de ceramides. Des de l’inici, aquestes 

evidències han suggerit que CERKL podria tenir un paper clau dins del metabolisme dels esfingolípids, 

concretament, exercint una funció molt semblant a la de CERK (FIGURA 18), tot i que, 

experimentalment, encara no s’ha pogut demostrar [38, 39]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 18 - Representació de la reacció 
que catalitza CERK. Formació de C1P a partir 
de la ceramida per l’enzim CERK. La 
semblança de CERK i CERKL suggereix que 
CERKL podria realitzar una funció similar, 
encara no descrita. Adaptada de Lamour et al. 
2005 [199].  
 

 

Els esfingolípids no són únicament components estructurals de membrana. En els darrers anys, 

s’ha pogut observar que tenen un paper clau com a grup de molècules senyalitzadores i que són essencials 

per la viabilitat de les cèl·lules, ja que poden dirigir el destí d’aquestes. La ceramida és el component 

central del metabolisme dels esfingolípids, a partir de la qual es sintetitzen altres metabòlits més simples, 

com l’esfingosina (SPH), o més complexos, com l’SM i els glucoesfingolípids (GlcCer, GalCer, etc.). A 

dia d’avui, podem dir que les ceramides intervenen en la mort cel·lular i en la resposta a l’estrès oxidatiu, 

promovent l’apoptosi, entre d’altres [64]. En canvi els diferents derivats de la ceramida: SM, GlcCer, 

GalCer, així com també les formes fosforilades de la ceramida (C1P) i de l’esfingosina (S1P), causen un 

efecte contrari, fet que indueix la supervivència cel·lular, gràcies a un balanç regulat acuradament 

(FIGURA 19) [67, 69]. 

 

Actualment, es sap ben poc del paper dels esfingolípids en la retina, però sí s’ha pogut demostrar 

que la ceramida és un mediador de l’apoptosi en la degeneració dels fotoreceptors [80], i que la inhibició 

de la via de síntesi provoca una degeneració més lenta d’aquestes neurones [109]. D’altra banda, en quant 

a la composició de lípids de la retina, l’esfingomielina i els gangliòsids serien els components majoritaris, 
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tot i que encara resta molta feina per realitzar sobre l’estudi de la composició d’esfingolípids en la retina. 

Altres patologies causades per deficiències en enzims d’aquest metabolisme (Gaucher, Niemann-Pick, 

etc), poden acabar generant neurodegeneració de la retina entre d’altres símptomes [93]. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 19 - El balanç entre la supervivència i la mort 
cel·lular. La ceramida i l’esfingosina afavoreixen l’apoptosi, 
mentre que les formes fosforilades d’aquestes i altres 
esfingolípids derivats de la ceramida són anti-apoptòtics.  

 

 

Així doncs, ens vam proposar com a principal objectiu, la cerca del(s) substrat(s) i la 

caracterització de l’activitat enzimàtica de CERKL. Aquest apartat engloba la feina realitzada en 

col·laboració amb l’equip del Dr. Robert E. Anderson, director del Dean McGee Eye Institute a la 

Universitat d’Oklahoma. 

 

MATERIAL I MÈTODES 

 

Plasmidis 

Les 4 isoformes descrites per CERKL (a: 532, b: 558, c: 2/6 i d: 3/6), així com CERK van ser 

clonades en el vector d’expressió eucariota pcDNA3.1. Totes elles contenien en la regió codificant de 

l’extrem C-terminal l’epítop HA. També, per poder generar adenovirus recombinants, es van clonar totes 

aquestes isoformes sense epítop en un pDNR-CMV, afegint la seqüència Kozak (CCACC) abans de 

l’ATG com indica el proveïdor (Clontech). Totes les construccions es seqüenciaren per tal de descartar 

possibles mutacions. Endemés, la seva expressió va ser comprovada per immunodetecció en Western-blot. 

 

Cultius cel·lulars 

Per dur a terme els diferents assaigs, es van utilitzar cèl·lules embrionàries humanes de ronyó -

HEK293-, les mateixes cèl·lules però transformades amb l’adenovirus humà 5 -HEK293 E1/E3-, i cèl·lules 

humanes de Müller –MIO-M1- sembrades en DMEM suplementat amb un 10% de sèrum fetal boví 

(FBS), 100 U/ml de penicil·lina i 100 μg/ml estreptomicina. També es van sembrar cèl·lules precursores 

de fotoreceptors -661W- (cedides pel Dr. Al-Ubaidi) en DMEM complementat amb un 10% de FBS, 

0.3 g/l de glutamina, 40 μl/l 2-Mercaptoetanol, més 100 U/ml penicil·lina i 100 μg/ml estreptomicina.  
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Transfeccions 

Es van utilitzar dos protocols diferents de transfecció pels diversos assaigs. El primer va ser la 

transfecció amb Lipofectamine 2000TM, seguint el protocol del fabricant (Invitrogen). L’altre protocol que 

es va emprar va ser la transfecció amb fosfat càlcic, la qual es duu a terme partint d’una gran quantitat de 

plasmidi precipitat (2-10 μg), posteriorment resuspés en 10 μl de TE pH 8 que es barreja amb 100 μl de 

CaCl2 2.5M i 890 μl d’H2O. En un tub diferent es posa 1 ml d’HeBS 2x pH 7.2 (274 mM NaCl, 10 mM 

KCl, 1.4 mM Na2HPO4·7H2O, 15 mM D-Glucosa, 42 mM Hepes) i s’escalfa a 37 °C. Finalment, es deixa 

caure la barreja de DNA/ CaCl2/ H2O gota a gota sobre l’HeBS 2x, mentre s’agita el tub en el vòrtex. Es 

deixa reposar 30 min a temperatura ambient i s’afegeix a les cèl·lules crescudes en medi amb antibiòtic, 

canviant el medi després de 12-16 hores. 

 

Generació d’adenovirus 

Per generar els adenovirus vam utilitzar el kit Adeno-XTM ViraTrakTM Expression System 2 

(Clontech), seguint cadascun dels passos. De manera resumida: es varen barrejar 200 ng del vector 

donador (pDNR-CMV) amb 1 μl de recombinasa Cre i 18 μl de la barreja de reacció Adeno-X LP. La 

reacció es va incubar 15 min a temperatura ambient i, posteriorment, es va aturar, escalfant-la 5 min a 

70 °C. Un microlitre de la reacció es va electroporar en cèl·lules electrocompetents Supercharge EZ10 

(Clontech) i es van deixar créixer en plaques d’LB amb ampicil·lina i cloramfenicol. Al dia següent, es va 

fer l’escrutini de les colònies mitjançant una reacció de PCR amb oligonuclòtids informatius. El 

plasmidi va ser amplificat i purificat a partir dels clons positius. Un cop purificat es va digerir amb PacI 

per linealitzar-lo i es va transfectar amb fosfat càlcic en cèl·lules HEK293 E1/E3, que permeten la 

replicació i encapsidació del virus. El vector utilitzat va acoblat a fluorescència de manera que, expressa 

la proteïna DsRed, que actua com un indicador de la transfecció/transducció. Un cop vam arribar a un 

títol en que en 24 h totes les cèl·lules estaven infectades, es congelaven els pellets amb medi (uns 3 ml) 

per lisar les cèl·lules, posteriorment, es tornaven a centrifugar i s’utilitzava el medi per transduir altres 

línies cel·lulars.  

 

Manipulació d’animals 

Es van fer servir rates de les soques SD (Sprague Dawley) i Wistar de 2 mesos d’edat. Tota la 

manipulació dels animals es va fer seguint les normes de la Universitat d’Oklahoma i la declaració 

d’ARVO per a la utilització d’animals d’experimentació en el camp de la visió. L’estrès lumínic es va 

realitzar posant cada animal en una sola gàbia i exposant-los durant 6 hores a diferents intensitats de 

llum, en el cas de les Wistar, a 1000 lux, i en el de les SD, a 2700 lux. Posteriorment, els animals van ser 

sacrificats amb CO2 més dislocació cervical i, finalment, es van extreure les retines. 
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Extracció de lípids 

Les extraccions de lípids es van dur a terme a partir de retines de vaca i de rata (100-200 mg de 

teixit), cèl·lules en cultiu, així com també esperma de bou. L’extracció de Folch [200] va ser la més 

utilitzada. Breument, es va homogeneïtzar el teixit en 4 ml de Cloroform/Metanol 2:1, es tapa sota 

nitrogen (N2), i es sonica durant 10 min. Es centrifuga durant 10 min a 1000 rpm. El sobrenedant es 

passa a un segon tub, mentre el pellet proteic es renta dues vegades amb 1 ml Cloroform/Metanol 1:1 

seguit d’una centrifugació de 10 min a 1000 rpm. Es barregen els tres sobrenedants en el segon tub i 

s’afegeixen 1,2 ml d’una solució 1 mM DTPA, en un ambient de N2, es barreja en el vòrtex i, finalment, 

es centrifuga a 1000 rpm durant 5 min. Es descarta la fase aquosa (superior) i s’addiciona una solució 

anomenada fase superior teòrica de Folch (Cloroform/Metanol/1 mM DTPA 3:48:47) i es va tapar sota 

N2, per després barrejar i centrifugar els tubs 5 min a 1000 rpm. Es descarta la fase aquosa i s’asseca la fase 

orgànica sota N2. Els lípids es van guardar a -20 °C fins la seva utilització. 

 

Preparació de microsomes 

S’homogeneïtzen 6 retines de 3 rates de 2 mesos d’edat en un 1 ml de tampó de sucrosa pH 7.5 

(0.25 M sucrosa, 1 mM EGTA, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, còctel d’inhibidors de proteases i 1 mM PMSF -

afegit just abans d’utilitzar-se-). Una primera centrifugació de 10 min a 500 g va permetre un 

enriquiment en nuclis; posteriorment, es centrifuga 10 min a 17000 g per tal d’enriquir en mitocòndries. 

Finalment, el sobrenedant obtingut d’aquesta última centrifugació es torna a centrifugar durant 2 h a 

100000 g a 4 °C. Els microsomes es van resuspendre en el tampó TEGM pH 7.5 (1 mM EGTA, 50 mM 

Tris-HCl pH 7.5, 1 mM β-mercaptoetanol, còctel d’inhibidors de proteases i 1 mM PMSF -afegit just 

abans d’utilitzar-se- i 33% de glicerol). Es quantifica la proteïna per BCATM (Thermo Scientific) de les 

mostres, que posteriorment, s’aliquoten i congelen en N2 líquid, i es conserven a -80 °C fins el moment 

de la seva utilització.  

 

Reacció enzimàtica de fosforilació de lípids 

El cultius cel·lulars transfectats amb les diferents construccions es lisen en tampó de lisi (20 mM 

MOPS pH 7.2, 2 mM EGTA, 10% glicerol i 1 mM DTT). Es mesura la concentració de proteïna per 

BCATM i es fan alíquotes de 50 μl (200 μg). Les micel·les es van generar a partir de 150 mg de β-

octilglucòsid amb 20 μl de DTPA 0.1 M pH 6.6 i 1980 μl d’H2O, la barreja es sonica 40 min i es guarden 

fins la seva utilització a -20 °C. El tampó de reacció consistia en 75 mM MOPS pH 7.2, 250 mM 

NaCl, 15 mM CaCl2, 5 mM EGTA, 2.5 mM DTT en H2O. Entre 50 i 100 μg dels diversos lípids 

utilitzats s’assequen sota N2 i es resuspenen en 20 μl de micel·les. Aquesta barreja es sonica durant 10 min 

i s’afegeix a la reacció que contenia: 50 μl de lisat, 21 μl de tampó de reacció, 5 μl de MgCl2 10 mM i 

ATP (en el cas de les reaccions amb radioactivitat, s’afegien 10 μl de γ-ATP32 10 mCi/ml; en la 

resta de casos 12 μl d’una solució 1 mM d’ATP) i s’incuba durant 20-30 min a 37 °C. La reacció s’atura 

directament amb HClO4 pels assajos de quantificació de fòsfor, o amb 2 ml de Cloroform/Metanol/Aigua 

1:1:0.5, per tal d’extreure els lípids després de centrifugar 5 min a 6000 rpm, descartant-ne la fase 

aquosa i assecant l’orgànica sota N2 per finalment, carregar-los en una TLC. 
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Reacció de fosforilació de proteïnes 

Per les reaccions enzimàtiques, s’utilitzen lisats de cèl·lules transfectades amb pcDNA i pcDNA-

CERKLa, així com cèl·lules transfectades amb les mateixes construccions, però estressades durant 24 

hores amb 300 μM d’H2O2. A 50 μg de proteïna (lisat) s’addicionen 8 mM d’ATP i 20 mM de MgCl2 

(volum final de la reacció 40 μl). S’incuba durant 30 min a 37 °C i s’atura la reacció afegint tampó de 

càrrega de proteïnes 2x. Un cop bullides, es carreguen 25 μl de cada una de les mostres en un gel 

d’acrilamida del 10%. Després de la transferència a una membrana de PVDF, el bloqueig consisteix 

en 5% de BSA durant 1 h i s’incuba tota la nit a 4 °C amb els anticossos que detecten fosforilacions en 

diferents posicions: PY20 (1:4000) i PY99 (1:500). Finalment, s’incuba la membrana durant 1 h amb 

l’anticòs secundari i es revela, després de 3 rentats, mitjançant l’ús d’ECL.  

 

Cromatografies en capa fina 

Es van emprar tres tipus diferents de cromatografies en capa fina (TLC). En la primera, els lípids 

es carreguen sobre plaques de sílice gel 60 i, posteriorment, es corren en una fase que conté 

Cloroform/Acetona/Metanol/Acètic/Aigua en les proporcions següents 10:4:3:2:1. La segona, que 

anomenarem TLC en 2 dimensions, consisteix en plaques HPTLC HL de 10x10 cm tractades amb 3% 

d’acetat de magnesi i incubades 90 min a 100 °C on, a l’extrem esquerre, a 2 cm de cada extrem, es 

carrega la mostra en petits volums. La primera i segona corregudes es fan en la fase mòbil formada per 

Cloroform/Metanol/Amoni 65:25:5 en la mateixa direcció de la primera fase mòbil, després s’asseca la 

cromatografia, i mitjançant l’ús d'una espàtula es dibuixa una línia a 2 cm de l’extrem superior, es gira 

90 ° i es corre en l’altre sentit en Hexà:Èter (60:40). Finalment, un cop seca, amb l’espàtula s’elimina la 

sílice de l’extrem inferior dret i es posa a migrar en la mateixa direcció en 

Cloroform/Acetona/Metanol/Acètic/Aigua 3:4:1:1:0.5. El tercer tipus de TLC, que anomenem TLC de 3 

corregudes, consisteix en carregar els lípids en una placa d’HPTLC de 10x20 cm prèviament netejada en 

Cloroform/Metanol/Aigua 60:30:4 i activada a 100 °C durant un mínim de 12 h. Es dibuixen 4 línies, la 

primera a 1 cm de la part inferior (on es carreguen les mostres), la segona a 4 cm d’aquesta, la tercera a 10 

cm i, finalment, una altra a 17 cm. Un cop s’han carregat els lípids, la primera correguda es fa en 

Cloroform/Metanol/Aigua 40:10:1 fins la línia de 4 cm, s’asseca a 60 °C i es torna a córrer en el mateix 

dissolvent fins la línia de 10 cm. Un cop assecada a 60 °C, es posa en Cloroform/Metanol/Acètic 47:2:0.5 

i es deixa córrer fins que el front arriba a la línia de 17 cm. La última correguda es fa en 

Hexà:Dietilèter:Acètic 30:15:0.5 fins a la línia de 17 cm. Per revelar les plaques radioactives, es van 

exposar en films o en pantalles. Les no radioactives, es van revelar amb diclorofluoresceïna 0.05% en 

metanol al 75%, amb tinció de iode o per charring, submergint uns minuts la placa en una solució 

(8.5% v/v àcid fosfòric i 3.3% w/v acetat de coure monohidratat en H2O). 

 

Protein-lipid overlay 

Diferents quantitats de lípids comercials (50-100 μg) es van assecar i resuspendre posteriorment en 

5 μl de Cloroform/Metanol/Aigua 1:2:0.8. Basant-nos en l’assaig del Protein-lipid overlay de Dowler et al. 

2002 [201], es dipositen gota a gota sobre una membrana Hybond C-extra els lípids, i els deixem 
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assecar durant 1 h a temperatura ambient. Es bloqueja durant 1 h la membrana en TBS (50 mM Tris-

HCl pH 7.5, 150 mM NaCl) suplementat amb 1% BSA i 1% de llet en pols sense greix. Els lisats proteics 

es dilueixen a una concentració 1 μg/μl i s’incuben amb la membrana a 4 °C durant 16 h. Passat aquest 

temps, es fan 10 rentats de 5 min en TBST (TBS amb 0,1% Tween-20) i es torna a incubar la membrana 

amb anti-HA (1.1000) en solució de bloqueig durant 1 h, es fan 10 rentats de 5 min en TBST i s’incuba 

1 h amb l’anticòs secundari conjugat a la peroxidasa (1.3000) en solució de bloqueig. Finalment, es 

realitzen 12 rentats de 5 min en TBST i es revela mitjançant l’ús d’ECL. 

 

Assaig de quantificació de fòsfor 

Els estàndards per fer la recta patró estaven preparats a partir de Na2HPO4 a 0.1 μg/μl de fòsfor. Es 

va partir de diferents reaccions enzimàtiques (20 μg de lisat) on s’havien utilitzat diferents substrats 

comercials. S’afegeix 0.26 ml d’àcid perclòric al 70% a la reacció i es va barrejar molt bé amb el vòrtex. 

Durant una hora s’incuba a 160-185 °C i, posteriorment, es refreda en gel durant 5 min i s’afegeixen 

0.92 ml d’H2O. La reacció química es realitza afegint 0.4 ml d’àcid molíbdic seguit de l’addició de 0.4 ml 

d’àcid ascòrbic, es barreja bé i es posa 5 min exactes a 100 °C. Passats els 5 min, es refreden les mostres 

ràpidament en gel durant 5 min i es mesura la densitat òptica a λ=797 nm. 

 

Assaig d’activitat ATPasa 

A partir dels lisats obtinguts es preparen reaccions de 25 μl afegint diferents quantitats de proteïna 

(0, 1, 5, 10, 50 i 100 μg). Es duu a terme la reacció enzimàtica descrita anteriorment, afegint tampó de 

reacció fins un volum final de 450 μl. Es refreden els tubs en gel i s’incuben 10 min amb 1 ml de solució 

II preparada al moment a partir d’1,5 g d’àcid ascòrbic en 17,5 ml d’H2O, amb 25 ml d’àcid clorhídric 1 M, 

més 2.5 ml d’una solució 10% de molibdat d’amoni i 7.5 ml d’una solució 20% SDS. El color resultant ha 

de ser groguent. Després, s’afegeixen 1,5 ml de solució III (1.75 g de citrat de bismut en 50 ml d’àcid 

clorhídric 1 M amb 3.5 g de citrat de sodi) i s’incubar 10 min a 37 °C. Es mesura l’absorbància a 

λ=710 nm. 

 

RESULTATS 

 

Generació d’adenovirus 

La troballa d’uns àcids grassos de cadena llarga (>26C) a la retina produïts per la proteïna 

ELOVL4 (FIGURA 20)[124], la importància dels quals en aquest teixit sembla ser essencial, atès que, una 

mutació en aquest gen causa un tipus d’Stargardt d’herència dominant molt poc freqüent, va suggerir que 

aquests àcids grassos podrien formar part de la fosfatidilcolina (grup polar de l’esfingomielina) o de les 

ceramides i els seus derivats, essent l’àcid gras que s’uniria a la base esfingoide per formar la 

dihidroceramida [93].  
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FIGURA 20 - Síntesi de àcids grassos de cadena llarga. 
Representació de la formació dels àcids grassos de cadena llarga 
a partir d’un precursor, mitjançant l’activitat de diferents 
elongases i desaturases. Adaptat de Agbaga et al. 2008 [124]. 

 

 

En base a totes aquestes dades, vam hipotetitzar que CERKL podria ser l’encarregada de fosforilar 

les ceramides que contenien àcids grassos de cadena llarga, ja que en experiments anteriors, no s’havia 

detectat fosforilació de les ceramides convencionals, de 16 i 18 carbonis (vegeu PUBLICACIÓ 1).  

 

Degut a què les cèl·lules d’origen neuronal tenen una molt baixa eficiència de transfecció, el 

primer pas que es va dur a terme va ser la generació d’adenovirus recombinants. Un cop obtinguts es van 

poder transduir diferents línies cel·lulars (HEK293), algunes d’elles d’origen neuronal (661W). Endemés, 

l’experiment més important consistia en co-transduir adenovirus de CERKL i ELOVL4 per veure si 

l’augment en la generació d’àcids grassos de cadena llarga donava alguna diferència en el patró de 

fosforilació. Aquests adenovirus que contenien el cDNA de CERKL, expressaven a la vegada la proteïna 

DsRed, la qual cosa permetia calcular l’eficiència de transducció mitjançant l’observació de les cèl·lules 

en el microscopi de fluorescència. A més a més, es va comprovar per Western blot l’expressió de la 

proteïna a partir dels adenovirus recombinants (FIGURA 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 21 - Transducció i expressió de CERKLa. Western blot per detectar la correcta expressió de 
CERKLa mitjançant transfecció de la construcció CERKLa-HA i el vector buit, i de la transducció amb 
AdCERKLa, revelat contra un anticòs policlonal contra l’exó 1 de CERKL i l’anticòs monoclonal anti-
HA (A). Cèl·lules MIO-M1 transduïdes amb AdCERKLa (B). 
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Un cop obtinguts els virus, per comprovar que seria possible transduir dos virus simultàniament, es 

va fer una prova amb dos adenovirus diferents. Amb aquesta fita en ment, es van infectar les cèl·lules 

amb els AdCERKLa (que expressen també la proteïna DsRed) i els adenovirus control que utilitzaven en 

el grup d’Oklahoma que expressen la GFP (AdGFP), per separat i conjuntament. El resultat obtingut va 

mostrar que quan s’afegeixen els dos adenovirus al mateix temps, es pot donar la co-infecció a la mateixa 

cèl·lula amb eficiència (FIGURA 21). 
 

FIGURA 22 - Co-transducció d’AdCERKLa i AdGFP en cèl·lules HEK293. En verd es mostren les cèl·lules transduïdes amb els 
AdGFP, mentre que en vermell, els AdCERKLa que expressen també la DsRed. Com es pot observar, es pot produir la co-infecció 
sobre la mateixa cèl·lula de manera eficient. 

 

Activitat quinàsica 

CERKL té un domini quinasa de lípids conservat, tot i que encara no s’ha pogut demostrar la seva 

funcionalitat. Per tal de detectar i estudiar aquesta activitat quinàsica, es van dissenyar tot un seguit de 

reaccions utilitzant una àmplia varietat de compostos i de lisats proteics com a font de substrat i de la 

proteína. L’obtenció dels adenovirus va requerir força temps, tot i que un cop obtinguts, es van poder 

transduir diferents línies cel·lulars que ens van permetre, a més a més, analitzar per TLC els lípids de 

diverses línies cel·lulars transduïdes amb AdCERKLa i AdGFP. D’igual manera, també es van incubar les 

cèl·lules infectades amb ortofosfat marcat radioactivament, i es va intentar administrar SM i GlcCer 

exògena. Totes les combinacions queden reflectides a les TAULA 6 i TAULA 7. 
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Reaccions enzimàtiques per la cerca de la funció quinasa 

Font enzimàtica Substrat Font de fòsfor 

Lípids de retina de rata 

Lípids de retina de vaca 

Lípids de pell de la rata 

Lípids de cèl·lules HEK transduïdes amb AdELOVL4 

Micel·les de cis-retinol i àcid retinoic 

Lípids de rata sotmesa a dany lumínic 

Lisats proteics de retina de rata  

Lisats proteics de retina de rata sotmesa a estrès lumínic 

Microsomes de retines de rata 

Micel·les amb Cer, GlcCer i SM 

ATP-P32 

Lípids de retina de rata 

Microsomes de retines de rata 

Micel·les amb Cer, GlcCer i SM 

Micel·les amb GlcCer, SM, gangliòsids, Cer, LacCer i PI 

ATP 

Micel·les amb Cer, GlcCer i SM 

Micel·les amb GlcCer, SM, gangliòsids, Cer, LacCer i PI 

Lisats de HEK293 transfectades amb 
CERKLa 

Micel·les de cis-retinol i àcid retinoic 

GTP 

Lípids de retina de rata 

Lípids de pell de la rata 

Lípids de cèl·lules HEK tranduïdes amb AdELOVL4 

Lisats proteics de retina de rata  

Lisats proteics de retina de rata sotmesa a estrès lumínic 

Micel·les amb Cer, GlcCer i SM 

Micel·les amb GlcCer, SM, gangliòsids, Cer, LacCer i PI 

Micel·les amb SM 

Micel·les amb GlcCer i SM 

ATP-P32 

Lisats proteics de retina de rata  

Lisats proteics de retina de rata sotmesa a estrès lumínic 

Micel·les amb Cer, GlcCer i SM 

Micel·les amb GlcCer, SM, gangliòsids, Cer, LacCer i PI 

Micel·les amb SM 

Lisats de HEK293 transduïdes amb 
Ad-CERKLa 

Micel·les amb GlcCer i SM 

ATP 

Lisats proteics de retina de rata  

Lisats proteics de retina de rata sotmesa a estrès lumínic 

Micel·les amb Cer, GlcCer i SM 

ATP-P32 

Lisats proteics de retina de rata  

Lisats proteics de retina de rata sotmesa a estrès lumínic 

Lisats de HEK293 transfectades i 
estressades amb H2O2 

Micel·les amb Cer, GlcCer i SM 

ATP 

 

TAULA 6 - Reaccions enzimàtiques in vitro. 

 

Anàlisi lipídica cèl·lules  

Cèl·lules transduïdes Addició de substrat Font de fosfat 

HEK293 Endògens de la cèl·lula Endògena 

HEK293 SM i GlcCer exògenes Endògena 

HEK293 Endògens de la cèl·lula Ortofosfat-P32 

HEK293 SM i GlcCer exògenes Ortofosfat-P32 

MIO-M1 Endògens de la cèl·lula Endògena 

661W Endògens de la cèl·lula Endògena 
 

 

TAULA 7 - Cèl·lules transduïdes amb AdCERKLa a les quals s’ha realitzat una anàlisi lipídica per TLC. 
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A continuació es mostren un recopilatori de diverses TLCs que resumeixen part d’aquesta feina, 

reflectint els experiments en cèl·lules en cultiu, reaccions quinàsiques in vitro i anàlisi de lípids directe 

sobre cèl·lules, tant per assaigs amb o sense radioactivitat.  

 

 
 

FIGURA 23 - Cromatografia en capa fina de reaccions enzimàtiques in vitro (A) i cèl·lules transduïdes 
amb AdGFP i AdCERKLa en presència d’H2O2 (B) amb P32. (A) Lisats proteics de cèl·lules HEK293 
transfectades amb la GFP, CERKLa i CERK es van incubar amb micel·les que contenien lípids extrets de cèl·lules 
transduïdes amb AdGFP, AdELOVL4 i AdELOVL4 en presència del seu substrat 20:5 n-3 (àcid 
eicosapentanoic). CERK va mostrar activitat quinasa generant C1P, incloent unes possibles ceramides de 
cadena llarga (bandes indicades amb la fletxa). En canvi, els lisats de CERKL i GFP no van mostrar cap indici 
de fosforilació. (B) Lípids de cèl·lules MIO-M1 transduïdes amb AdGFP i AdCERKLa en presència/absència 
d’H2O2 (1 mM durant 4 h) incubades amb ortofosfat marcat radioactivament. La fase mòbil en ambdós va 
consistir en Cloroform/Acetona/Metanol/Acètic/Aigua 10:4:3:2:1. 

 
 

 
FIGURA 24 - Cromatografia després de l’addició d’SM i GlcCer acomplexades amb BSA en cèl·lules en 
cultiu. Per tal de poder determinar si seria viable addicionar a les cèl·lules alguns esfingolípids, es van incubar 
cèl·lules HEK293 en presència d’SM i GlcCer a diferents temps (1, 2, 3 i 4 h). Posteriorment, es van extreure els 
lípids del medi i de les cèl·lules i es va procedir a realitzar una cromatografia de 3 corregudes. En els carrils 1 i 2 es 
mostren els lípids del medi i de les cèl·lules sense tractar. Els carrils 3 i 12 mostren el medi amb SM i GlcCer, 
respectivament a temps 0. Els carrils del 4 al 6 (SM) i del 13 al 16 (GlcCer) pertanyen als lípids del medi de les 
cèl·lules incubades a 1, 2, 3 i 4 h respectivament. En canvi, els carrils del 8 al 11 (SM) i del 17 al 20 (GlcCer) es 
corresponen amb els dels pellets cel·lulars dels temps mencionats. L’observació dels lípids es va fer revelant la TLC 
pel mètode de charring. Com es pot observar, cap dels dos esfingolípids acomplexats amb BSA van ser capaços 
d’entrar a les cèl·lules. 
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FIGURA 25 - TLCs on es mostren els lípids de diverses línies cèl·lulars incubades en presència d’ortofosfat-P32 transduïdes 
amb AdCERKLa i AdCERKLb. (A) Patró d’on localitzen els diferents lípids en la TLC de 2 dimensions. (B) TLC de 2 
dimensions on es mostren els lípids obtinguts de cèl·lules HEK293 transduïdes amb AdGFP -1-, AdELOVL4 -3- i AdCERKLa -2- i 
AdCERKLb -4- en presencia de dos substrats diferents de la proteïna ELOVL4 -l’àcid eicosapentanoic (20:5 n-3) i l’àcid ceròtic 
(26:0). (C) Els mateixos extractes en un altre tipus de cromatografia, utilitzant com a fase mòbil: Cloroform/Acetona/ 
Metanol/Acètic/Aigua 10:4:3:2:1. (D) Lípids de cèl·lules MIO-M1 no transduïdes -1-, transduïdes amb AdGFP -2-, AdCERKLa -3- 
i AdCERKLb -4- incubades amb ortofosfat-P32 separats per una cromatografia de 2 dimensions. En aquests tipus d’assaig es 
marcaven tots aquells compostos que contenen fòsfor, ja sigui com a component estructural (per exemple, l’SM presenta com a grup 
polar una fosfatidilcolina) o degut a fosforilació. En cap dels casos es va poder observar diferències en la incorporació de fòsfor. 
FFA: àcids grassos lliures, CE: colesterol èster, TG: triacilglicerol, DG: diacilglierol, MG: monoacilglicerol, PE: 
fosfatidiletanolamina, PC: fosfatidilcolina, PI: fosfatidilinositol, PS: fosfatidilserina, S: esfingomielina, LPI/LPS: 
lisofosfatidilinositol/lisofosfatidilserina, LPC: lisofosfatidilcolina. 
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FIGURA 26 - Separació dels lípids de cèl·lules d’origen retinal (661W i MIO-M1) transduïdes amb AdGFP i AdCERKLa. En 
una cromatografia de 2 dimensions es van analitzar els compostos obtinguts a partir de l’extracció de lípids de Folch i la liofilització 
dels lisats cel·lulars obtinguts a partir d’aquestes cèl·lules. En aquest últim cas, un cop liofilitzat es va resuspendre el pellet en 
Cloroform/Metanol (1:1), es va centrifugar i es va assecar en N2. Les plaques es van revelar mitjançant iode -permet el marcatge 
reversible de gairebé tots els compostos orgànics, a excepció d’alguns alcans saturats- i per el procès irreversible de carbonització o 
charring -tècnica que permet marcar en marró-negre els compostos orgànics en un fons blanc quan es posa a 120 °C després de 
tractar la placa amb una solució que conté 3% d’acetat de coure i 8% d’àcid fosfòric-. 
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FIGURA 27 - TLC en 2 dimensions de la 
reacció enzimàtica in vitro de lisats proteics de 
cèl·lules HEK293 transduïdes en presència 
d’SM, PI, GalCer, GlcCer i Cer. Es van 
transduir cèl·lules HEK293 amb AdGFP -1-, 
AdCERKLa -2- i AdGFP+AdCERKLa -3- i 
transfectades amb CERK -4-. Es van generar 
micel·les que contenien SM, PI, GalCer, 
GlcCer i Cer per ser incubades amb els lisats. Es 
va analitzar el resultat de la reacció mitjançant 
una cromatografia en 2 dimensions (A). Per 
poder separar millor els compostos que es van 
quedar retinguts a la part esquerra de la placa, es 
van girar 90° cap a l’esquerra i es van córrer 
novament en la fase mòbil anomenada 
Rouser II: Cloroform/Acetona/Metanol/Acètic/ 
Aigua  3:4:1:1:0.5 (B). Tot i la clara activitat de 
CERK, no es va poder observar cap tipus 
d’activitat quinasa en les reaccions de lisats 
d’AdCERKLa. 

 

Tot i el gran número de reaccions enzimàtiques realitzades, utilitzant múltiples substrats i fonts 

enzimàtiques, en cap cas hem pogut observar la fosforilació de cap producte lipídic dels estudiats, i no 

hem pogut demostrar que CERKL tingui activitat quinasa. Els nostres resultats estan d’acord amb la 

infructuosa cerca d’activitat quinasa realitzada per altres grups de recerca. Per tant, CERKL continua 

essent una proteïna òrfena d’activitat enzimàtica. 

  

Protein-Lipid overlay 

Una altra estrategia per abordar la cerca del substrat de CERKL va consistir en la utilització del 

mètode del protein-lipid overlay. Aquest assaig es basa identificar una possible interacció entre proteïnes 

en solució i els lípids d’interès ancorats sobre una membrana de nitrocel·lulosa en condicions no 

desnaturalitzants. Es va emprar com a control positiu CERK, que com s’esperava s’unia a les ceramides i 

als lípids totals de retina. Un cop validada la tècnica, es va procedir a realitzar l’experiment d’unió de 

CERKL a lípids amb lisats de cèl·lules HEK293 transfectades amb CERKLa-HA. Els lípids que es van 

utilitzar van ser els següents:  
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- Esfingolípids: Cer (hidroxi- i no hidroxi-), SM, GlcCer, GalCer, Gangliòsids, LacCer 

- Àcids grassos: VLCFA, FFA 

- Altres: PI, RA, RL, cis-retinol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 28 - Resultat del Protein-Lipid 
Overlay. Lisats de cèl·lules transfectades amb 
CERKLa (A), amb les 4 isoformes juntes (B) o 
amb el vector buit (C), van ser incubades en 
membranes que contenien 50 μg dels lípids 
indicats a (D). En negre els marquen aquells en 
els que es va detectar senyal, mentre que en els 
que no estan indicats en gris. Membrana en la 
qual es va incubar un lisat de cèl·lules 
transfectades amb CERKLa (E). En negreta 
s’indiquen els lípids als quals CERKL es va unir. 
B: blanc, RL: lípids totals de retina de rata, FFA: 
àcid gras lliure (el número indica el número de 
carbonis), VLCFA: àcid gras de cadena llarga (el 
número indica el número de carbonis), Cis-R: cis-
retinol, RA: àcid retinoic.  

 
Després de la incubació de les membranes amb els lisats proteics i la realització de la 

immunodetecció contra l’epítop HA fusionat a CERKLa, es va observar de manera repetitiva la unió a la 

GlcCer així com a l’SM, i en alguns casos als PIs i la GalCer, tot i que de manera més dèbil (FIGURA 28). 

En tots els casos, CERKL va unir-se al control positiu (tots els lípids de retina de rata, RL). Encara que el 

senyal detectat mostra una unió de CERKL amb els lípids mencionats, i donat que estem utilitzant lisats 

totals de cèl·lules transfectades, mitjançant aquest assaig no es pot afirmar fefaentment que la interacció 

entre l’esfingolípid i la proteïna sigui directa, ja que podria donar-se el cas que fos una altra proteïna 

present en el lisat la que interaccionés amb CERKL i, a la vegada, pogués unir-se al substrat. Tot i que 

l’àcid retinoic va donar positiu, caldria aclarir que aquest senyal es deu a que aquest producte estava 

resuspés en DMSO, i no es va poder evaporar del tot sota N2, fet que va provocar que, en entrar en 

contacte amb la membrana, aquesta es desfés, de manera que el que es va observar va ser un forat, que 

també es detecta en el control negatiu (FIGURA 28), per la qual cosa no es pot concloure que aquesta unió 

sigui real.  
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Quantificació de fòsfor 

L’estudi de la quantificació de fòsfor va consistir en una reacció química en la qual, mitjançant un 

assaig colorimètric, es podia quantificar la quantitat de fòsfor incorporat, independentment de quin tipus 

de molècula (lípid o proteïna) sigui fosforilada. Per realitzar aquests assaigs, inicialment es van preparar 

les reaccions d’activitat quinàsica utilitzant cèl·lules transfectades amb el vector buit i amb la proteïna 

CERK, i com a substrat micel·les que contenien ceramides. Un cop aturada la reacció, es va procedir a la 

quantificació del fòsfor incorporat, mostrant un augment significatiu en les reaccions que contenien 

CERK (FIGURA 29).  

FIGURA 29 - Representació gràfica del fòsfor incorporat. Es mostra els nanomols de fòsfor incorporats 
en les reaccions enzimàtiques on només hi havia les micel·les que contenien els lípids de retina (lípids), i 
micel·les amb lisats de pcDNA buit, CERKL i CERK. *** indica significació estadística (p<0.001) 
mitjançant el test t-Student.  

 

Un cop observada la sensibilitat d’aquest assaig, es van agrupar els lípids comercials disponibles al 

laboratori agrupats segons les seves propietats i la semblança entre ells (TAULA 8). Es va realitzar la 

reacció enzimàtica i es va analitzar el fòsfor incorporat. Tal i com es pot veure en la FIGURA 30, no van 

observar-se diferències en els nanomols de fòsfor entre els lisats transfectats amb el vector buit i els 

transfectats amb CERKLa, la qual cosa indica que, o bé CERKL no és una quinasa de lípids, bé el seu 

substrat és un lípid desconegut o minoritari, o bé no hem trobat les condicions ideals per la reacció. 

 

Grups de lípids 

Grup Lípids 

Grup 0 Cap lípid 

Grup 1 GlcCer, GalCer, GM1, LacCer 

Grup 2 SPH, SM 

Grup 3 PS, PA, PC, PI, PE 

Grup 4 LPA, LPC, LPI, LPE 

Grup 5 Colesterol, colesterol èster 

Grup 6 MAG, DAG, TAG 

Grup 7 FFA12, FFA14, FFA16, FFA18 

Grup 8 FFA20, FFA22, FFA24 
 
 

TAULA 8 - Llista de grups de lípids utilitzats per a les reaccions enzimàtiques.  
 

Ø
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FIGURA 30 - Resultat de la quantificació de fòsfor incorporat en les reaccions enzimàtiques realitzades amb 
diversos lípids agrupats. La composició de cada grup s’indica a la TAULA 8. 

 
Novament, aquests experiments van posar de manifest que CERKL, sota les condicions utilitzades, 

no té funció quinasa, atès que no es van poder observar increments significatius en la incorporació de 

fòsfor.  

 
Fosforilació de proteïnes 

Com tots els experiments de fosforilació de lípids van ser negatius, ens plantejàrem si CERKL 

podia ser, en comptes d’una quinasa de lípids, una quinasa de proteïnes. Així doncs, vam agafar lisats 

proteics de cèl·lules transfectades i els incubàrem en presència o absència d’ATP. També vam utilitzar 

lisats de cèl·lules sotmeses a condicions d’estrès oxidatiu (addicionant H2O2). Es van carregar les mostres 

en un gel d’acrilamida i es va realitzar una immunodetecció, mitjançant l’ús de dos anticossos que 

reconeixen residus de tirosina fosforilats: PY20 i PY99 (FIGURA 31). No es va poder observar cap 

diferència entre els lisats que sobreexpressaven CERKLa i els que havien estat transfectats amb el 

plasmidi buit. 

 

FIGURA 31 - Anàlisi per Western blot del patró de fosforilació. Reaccions de fosforilació utilitzants 
lisats de cèl·lules transfectades amb el vector pcDNA buit -P- i pcDNA-CERKLa-HA -C-, amb i sense 
ATP, pels 2 anticossos (anti-PY99 i anti-PY20). També es va fer el control de transfecció, mitjançant 
la immunodetecció per l’antigen HA on es pot detectat (fletxa) la producció de CERKLa. A més, es 
van provar altres condicions com per exemple, emprant lisats estressats amb H2O2. En cap cas hi ha 
diferències entre les cèl·lules transfectades amb CERKLa-HA i el vector buit. 
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Assaig d’activitat ATPasa 

Degut a que l’assaig de quantificació de fòsfor no va donar diferències en quant a fosforilació i, per 

tant, no hi havia canvis en la incorporació de fòsfor, i atès que CERKL té un domini conservat d’unió a 

ATP, es va intentar veure si, en comptes d’una quinasa, podia ser una ATPasa, ja que en vàries ocasions 

al fer els experiments d’incorporació de fòsfor vam veure una tendència a disminuir la quantitat de fòsfor 

incorporat. Per tal d’estudiar si CERKL podia ésser una ATPasa, es va realitzar un altre assaig 

colorimètric que permetia la quantificació del fòsfor lliure. En aquests cas, es van utilitzar diferents 

concentracions de lisats proteics i es va realitzar una reacció d’activitat quinasa sobre lípids de retina.  

 

 

FIGURA 32 - Resultat de la quantificació de fòsfor lliure. Reaccions que es van dur a terme amb diferents 
concentracions de proteïna de lisats transfectats amb el vector buit o CERKLa. Totes dues mostres es comporten de 
manera idèntica. 

 

El comportament entre les cèl·lules transfectades amb el vector buit i CERKLa va resultar idèntic, 

i indica que CERKL no té activitat ATPasa o fosfatasa (FIGURA 32). 
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CERCA D’INTERACCIONS PROTEIQUES  

 

ANTECEDENTS 

CERKL, com ja hem esmentat en vàries ocasions, continua essent avui en dia una quinasa òrfena 

de substrat. S’han descrit fins el moment 9 transcrits, els quals generen 4 isoformes proteiques [40]. 

D’altra banda, en el metabolisme dels esfingolípids intervenen diversos enzims, l’activitat dels quals ve 

regulada per la dimerització. Entre aquestes proteïnes, s’ha observat que la CERT, una proteïna que 

transporta la ceramida de l’ER al Golgi, per tal de produir, principalment, SM [202], pot formar 

homotrímers que provoquen la inactivació de la proteïna, podent regular així els nivells d’SM. Aquests 

complexes s’han observat al tractar les cèl·lules amb UV i estrès oxidatiu, i queda per establir si realment 

aquest fenòmen es dóna in vivo de forma natural [203]. Altres enzims també regulen la seva activitat 

formant heterodímers: d’una banda, la Serina-palmitoïl transferasa (SPT), enzim encarregat d’unir un 

palmitoïl-CoA amb la serina per generar la 3-cetoesfinganina, constaria d’un heterodímer format per la 

subunitat SPTLC1 i la SPTLC2 [204]. Endemés, recentment, s’ha trobat una tercera subunitat SPTLC3 

encarregada de generar les bases esfingoides de 16 carbonis, de les quals es generen esfingolípids  que es 

troben particularment enriquits en el plasma humà [205]. D’altra banda, sembla ser que vàries 

transferases implicades en la síntesi de glucoesfingolípids a partir de la ceramida, podrien formar homo- o 

heterodímers i oligòmers per dur a terme la glicosilació. Endemés, alguns estudis han demostrat que la 

GCS pot formar heterodímers amb una proteïna desconeguda de 15 kDa [206, 207]. Nogensmenys, altres 

enzims de la via interaccionen amb proteïnes que activen o augmenten la seva activitat. Aquest és el cas 

de la Calmodulina, una proteïna que és sensible a les concentracions de Ca2+ i que pot regular l’activitat 

de CERK [59]. Per últim, recentment s’ha descrit que la S1P liasa, enzim encarregat d’hidrolitzar de 

manera irreversible la S1P en trans-2-hexadecenal i etanolamina fosfat, també podria dimeritzar [208]. 

 

Tot plegat, ens va fer pensar que CERKL podria estar formant complexes entre les 4 isoformes, 

mitjançant diferents combinacions d’aquestes. A més a més, ens vam proposar explorar si CERKL 

interactuava amb altres proteïnes, així com si podia estar modificada post-traduccionalment per 

fosforilació o ubiquitilació. 

 

MATERIAL I MÈTODES 

 

Clonatges 

Mitjançant una sèrie de clonatges, es va introduir el cDNA de les 4 isoformes de CERKL en el 

vector pACT2 i pGBKT7. El cDNA de CERK es va clonar també en el pACT2. El canvi en cassette es 

va validar per digestió test i posterior seqüenciació dels clons positius. Els clonatges es van realitzar de la 

següent manera: inicialment es van clonar els cDNAs de CERKL en el vector pACT2 a partir d’una 

construcció pRSET-CERKL. Per dur a terme el clonatge, es va digerir el vector amb SfiI i posteriorment 

es va aprofitar l’activitat 3’-5’ exonucleasa de la Klenow per eliminar els nucleòtids de l’extrem 3’ 

protuberant generat per l’enzim de restricció. Finalment, es va digerir per XhoI. En el cas del clonatge a 
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pGBKT7 es va digerir per SfiI, seguit de la incubació amb Klenow i la digestió per SalI. D’altra banda, 

l’insert es va obtenir digerint les construccions pRSET-CERKL per BamHI, seguit de fill-in mitjançant 

l’activitat 5’-3’ polimerasa de la Klenow i, per últim, una digestió per XhoI. En el cas de CERK, es va 

digerir a partir del clon original (cedit pel Dr. Bornancin) per NcoI, obtenint un fragment de 850 pb de 

bases que es va clonar utilitzant el mateix enzim en el vector pACT2. Posteriorment, utilitzant els oligos 

CERK_For (GAG GAC GCA GAG GAG CGC CG) i CERK_Rev_BamHI (CGG GAT CCA CCA 

CTT TGT ACA AGA AAG CT) es va amplificar part de CERK per PCR (2 min a 94 °C, 35 cicles 30 seg 

a 94 °C, 30 seg a 63 °C i 1 min a 68 °C). Tant el fragment de PCR, com el fragment de 850 pb de la 

construcció pACT2-CERK es van digerir per BsaB1i BamHI, i lligar per recomposar el clon complet. 

 

Doble híbrid 

Per realitzar l’assaig de doble híbrid es va utilitzar la soca AH109 de S. cerevisiae. Breument, les 

cèl·lules es van créixer en medi ric YPDA, i es van preparar per la seva transformació seguint el protocol 

estàndard. Es van fer dues proves, en les que es va obtenir el mateix resultat, d’una banda la co-

transformació dels dos plasmidis a la vegada, i d’altra, la transformació primer d’un vector i, després, 

l’altre. Es van créixer els llevats en medi SD sense leucina ni triptòfan, per tal d’observar l’eficiència de la 

transformació i, posteriorment, per comprovar si hi havia interacció, es van sembrar en un medi selectiu 

SD sense leucina, triptòfan, adenina ni histidina. Per a la transformació, es van emprar 100 ng de 

plasmidi seguint el protocol convencional de transformació de llevats. Les combinacions dels diferents 

vectors es mostren en la TAULA 9. Com a control positiu de la interacció, es van utilitzar dos plasmidis, la 

interacció dels quals va ser descrita anys enrere en el grup de la Dra. Marfany [209]. 

 

Co-immunoprecipitació i Western blot 

Es van utilitzar les construccions pcDNA-CERKL-HA i pGFP-CERKL generades en el grup 

prèviament a l’inici d’aquest treball. Es sembren cèl·lules HEK293T en plaques de 10 cm (1 x 

105 cèls/placa). L’endemà es transfecten amb Lipofectamina, seguint les indicacions de la casa comercial. 

Les construccions pcDNA-CERKL-HA utilitzades corresponen a CERKLc i CERKLd, que van ésser 

transformades al mateix temps que el vector buit pGFP i les construccions en pGFP-CERKL que 

contenien els cDNAs de CERKLa, CERKLb, CERKLc i CERKLd. Les cèl·lules es recullen a les 48 hores 

post-transfecció, es renten en PBS i soniquen en tampó de lisi (0.5% Nonidet P40, 50 mM TrisHCl pH 

7.5, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, suplementat amb inhibidors de proteases). Els lisats es centrifuguen i 

els sobrenedants s’incuben amb boles prèviament conjugades amb l’anticòs anti-HA. La incubació es 

realitza durant 4 h a 4 °C i, finalment, es duen a terme nombrosos rentats, per acabar eluint la mostra en 

80 μl en tampó de càrrega de proteïnes. Les mostres es van bullir durant 5 min i es van carregar 15 μl en 

un gel d’acrilamida del 10%. Un cop transferides les proteïnes a una membrana PVDF es va bloquejar la 

membrana en 5% llet en pols sense greix i incubar 1 h a temperatura ambient amb els anticossos anti-

GFP produït en conill i anti-HA en ratolí (1:1000). Els secundaris DARPO (1:4000) i SAMPO (1:3000) 

es van incubar 1 h a temperatura ambient. Després dels rentats, es va procedir al revelat mitjançant l’ús 

d’ECL. 
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Interaccions proteiques detectades per immunoprecipitació més anàlisi per espectometria de masses 

Es sembraren cèl·lules HEK293T en plaques de 10 cm (1 x 105 cèls/placa). Passades 16 h es varen 

transfectar amb pcDNA-CERKLa i el vector buit (2 plaques de cada). Les cèl·lules van ser recollides, 

rentades i sonicades en tampó de lisi (veure apartat de la co-immunoprecipitació). Un cop incubades 

amb la resina conjugada a anticòs anti-HA es bullen en tampó de càrrega de proteïnes i es carreguen en 

un gel d’acrilamida del  12.5% (per tal de detectar partners de massa petita) i 7.5% (per a la identificació 

de proteïnes de massa gran). Un cop finalitzada l’electroforesi, es tenyeix en Comassie i totes les bandes 

diferencials entre les cèl·lules transfectades amb pcDNA buit i pcDNA-CERKLa van ser retallades i 

analitzades per MALDI-TOF. Tots els passos es van realitzar amb molta cura i amb guants per evitar 

contaminacions per queratina de la pell humana.  

 

Modificacions post-traduccionals 

Fosforilació: Es van obtenir lisats proteics en PBS suplementats amb inhibidors de proteases de 

cèl·lules COS7 transfectades amb les diferents construccions de pcDNA-CERKL. Els lisats es van dividir 

en tres. Una fracció va ser tractada amb la fosfatasa de serina/treonina PP1, una altra es va incubar amb la 

fosfatasa de tirosina TC-PTP, ambdues seguint les instruccions del distribuïdor. La tercera fracció no es 

va tractar. Posteriorment, es van carregar els lisats en un gel d’acrilamida del 10% i es van 

immunodetectar, incubant les membranes de PVDF amb l’anticòs monoclonal anti-HA (vegeu apartat 

co-immunoprecipitació i Western blot). 

Ubiquitilació: Es van co-transfectar cèl·lules HEK293T amb pcDNA-CERKLa i una construcció 

que contenia el cDNA de la ubiquitina fusionat amb una cua d’histidines (pcDNA-UB-His). Una de les 

plaques es va tractar amb 10 μM de MG132 (inhibidor específic del proteasoma) durant les últimes 16 

hores abans de recollir les cèl·lules en tampó de lisi (vegeu apartat co-immunoprecipitació) més 

inhibidors de proteases. Posteriorment, es va realitzar una co-immunoprecipitació, utilitzant boles de 

resina conjugades a anticòs anti-HA o a Co2+ (amb elevada afinitat per les histidines) i es va detectar per 

Western blot, utilitzant l’anticòs primari contrari al que s’havia utilitzat per la co-immunoprecipitació.  

 

RESULTATS 

 

Modificacions post-traduccionals 

Durant els controls rutinaris de transfecció realitzats per Western blot en el laboratori es van 

observar unes bandes mirall superiors sobre la proteïna sobreexpressada. Degut a la diferència de massa 

entre la banda majoritària i la banda superior es va pensar que es podria tractar d’una modificació post-

traduccional, com ara una fosforilació. Així doncs, els lisats van ser tractats amb dues fosfatases diferents, 

PP1 i TC-PTP. En cap dels dos casos, la banda es va reduir o desaparèixer, la qual cosa indica que hauria 

de ser un altre tipus de modificació (FIGURA 33).  
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D’altra banda, l’increment de massa, per mida, també podria correspondre a la unió d’una 

ubiquitina (aprox. 8 kDa). En aquest cas es va realitzar una co-immunoprecipitació a partir de cèl·lules 

HEK293T co-transfectades amb pcDNA-CERKL-HA i pcDNA-UB-His, en la qual es va enriquir gràcies 

a l’epítop HA de la proteïna CERKL sobreexpressada i després es procedia a la immunodetecció 

mitjançant la cua d’histidines de les ubiquitines. Malauradament, mai es va poder detectar cap banda 

amb l’anticòs anti-histidines. A més a més, en el grup es va començar a veure que aquestes construccions 

que contenien vàries ubiquitines en tàndem fusionades amb l’epítop, anaven perdent unitats, segurament 

per recombinació dins el bacteri on era transformat el plasmidi, fet que podia contribuir als nostres 

resultats negatius. No obstant, si que es va observar que la banda mirall superior era més intensa quan 

s’addicionava la construcció pcDNA-UB-His (FIGURA 34).  

 

Per últim, també es va demostrar que CERKL es degrada via proteasoma, ja que, la seva inhibició 

mitjançant l’ús de MG132, produïa un increment en el rescat de CERKL, així com l’aparició de 

nombroses bandes superiors corresponents a la proteïna amb diverses unitats d’ubiquitines (FIGURA 34). 

 

 

 

 

 

 

 

Dimerització 

L’estudi de la possible dimerització o oligomerització de CERKL, es va realitzar mitjançant tres 

tècniques diferents. La primera va consistir en un assaig de doble híbrid, en el qual es van transformar les 

construccions de CERKL en combinacions diferents (TAULA 9) i, a la vegada, també amb CERK. El 

resultat va mostrar que per aquest mètode no hi ha cap indici de que CERKL pogués interaccionar amb 

ella mateixa, formant un complex ni amb CERK (FIGURA 35).  Els mateixos resultats es van obtenir quan 

 
 

FIGURA 33 - Anàlisi per Western blot de les modificacions post-traduccionals. Es van tractar els lisats amb 
dues fosfatases diferents, per veure si la banda mirall observada es debia a una fosforilació. Cap de les dues 
fosfatases va fer desaparèixer la banda,i vam concloure, doncs, que havia de ser un altre tipus de modificació. 

FIGURA 34 - Anàlisi per Western blot de les modificacions post-
traduccionals. Es van transfectar cèl·lules HEK293T amb el vector buit i 
CERKLa-HA. Endemés, aquestes últimes es van co-transfectar amb el pcDNA-
UB-His i, a més a més, una mostra va ser tractada durant 16 h amb 10 μM de 
MG132, un inhibidor específic del proteasoma. Es va observar un lleuger 
augment en la banda mirall quan es co-transfectava CERKL amb les ubiquitines, 
així com també, un rescat de la proteïna quan el proteasoma estava inhibit, 
indicant que CERKL es degrada per aquesta via. 
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es van transformar els llevats inicialment amb les construccions derivades de pGBKT7 i, posteriorment, 

amb les de pACT2.  

 

Combinacions doble híbrid 

Número pACT2 pGBKT7 Número pACT2 pGBKT7 

1 CERKLb pGBKT7 11 CERKLd CERKLd 

2 CERKLb CERKLb 12 CERKLd CERKLc 

3 CERKLb CERKLa 13 CERKLc pGBKT7 

4 CERKLb CERKLd 14 CERKLc CERKLc 

5 CERKLb CERKLc 15 CERK pGBKT7 

6 CERKLa pGBKT7 16 CERK CERKLb 

7 CERKLa CERKLa 17 CERK CERKLa 

8 CERKLa CERKLd 18 CERK CERKLd 

9 CERKLa CERKLc 19 CERK CERKLc 

10 CERKLd pGBKT7 

 

20 USP25 Actina 
TAULA 9 - Combinacions de plasmidis utilitzades per les co-transformacions en llevat. 

 

 

La segona tècnica utilitzada va ser una co-immunoprecipitació, en la qual, les cèl·lules eren 

transfectades amb dues construccions de CERKL, però amb epítops diferents. Així, doncs, es va co-

transfectar d’una banda pcDNA-CERKLc-HA amb els vectors: pGFP, pGFP-CERKLc, pGFP-CERKLd i 

pGFP-CERKLa; i de l’altra pcDNA-CERKLd-HA amb: pGFP-CERKLd i pGFP-CERKLb. La 

immunoprecipitació es va realitzar mitjançant unes boles de resina conjugades a anticossos anti-HA, i un 

cop obtingut el resultat del Western blot, no es va observar proteïna immunoprecipitada quan es revelava 

la membrana amb l’anticòs anti-GFP. Malauradament, s'observà que la GFP, per si mateixa, podia 

interactuar, bé amb les boles de resina, bé amb l’HA o bé amb la proteïna CERKL, ja que la quantitat de 

proteïna enriquida va ser molt elevada. Actualment, s’han clonat les 4 isoformes en un vector pcDNA 

amb una cua d’histidines a N-terminal, per tal de realitzar experiments futurs en els que es pugui 

comprovar si realment CERKL pot o no oligomeritzar (FIGURA 36). 

FIGURA 35 - Resultat de l’experiment de doble híbrid. Tots els clons van créixer en medi SD-LT indicant que tots dos plasmidis 
havien estat transformats, però només el control positiu va créixer en medi SD-LTHA, indicant que no hi havia interacció directa 
entre les diferents isoformes de CERKL. 
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Per últim, es van co-transfectar combinacions de 2, 3 i de totes 4 construccions en cèl·lules 

HEK293T i es va intentar, mitjançant una electroforesi en condicions no desnaturalitzants, observar si hi 

havia formació de complexos. Els resultats no van ser gaire resolutius, tot i que tot semblava apuntar a 

que no hi havia formació de complexes, atès que no es detectava cap banda d’elevada massa molecular en 

comparació amb el marcador emprat per aquest tipus de gels (resultats no mostrats). 

 

Interaccions proteiques 

La cerca de la funció de CERKL ha estat l’objectiu principal d’aquest treball. Una manera 

d’obtenir pistes de quin paper podia estar jugant aquesta proteïna en la cèl·lula va ser estudiar aquelles 

proteïnes amb les que CERKL podia interactuar (partners). Per dur a terme aquest estudi, es va 

immunoprecipitar CERKLa-HA a partir de cèl·lules HEK293T transfectades amb pcDNA-CERKLa-HA i 

el vector pcDNA buit. Finalment, es va carregar tot l’eluït enriquit d’una placa de 10 cm, en un gel 

d’acrilamida on es va carregar també l’eluït de la immunoprecipitació de les cèl·lules transfectades amb el 

vector buit. Per poder separar bé les bandes de mides grans i mides petites, es van utilitzar gens de 

diferents concentracions d’acrilamida (7.5% i 12.5%). Les bandes diferencials detectades després de la 

FIGURA 36 - Co-immunoprecipitació de CERKL. Es van co-transfectar dues isoformes de CERKL, una fusionada amb epítop 
HA i l’altre, amb GFP. Es va realitzar un enriquiment de CERKL-HA i es va veure si CERKL-GFP també es detectava. El resultat, 
va mostrar que si que era capaç de co-immunoprecipitar, però també tenia la capacitat la proteïna GFP (vector buit),la qual cosa 
indica que la GFP es pot unir directament a les boles o a CERKL sense necessitat de dimerització entre dues subunitats de CERKL. 

FIGURA 37 - Detecció de partners proteics mitjançant 
immunoprecipitació, separació per electroforesi i tinció de 
Comassie. Dos exemples de gels que es van obtenir, indicant 
les bandes retallades i el número al que correspon en la 
TAULA 10. 
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tinció per Comassie, van ser retallades i enviades al servei de Proteòmica del Parc Científic de Barcelona 

(FIGURA 37). Tot i anar amb la màxima cura possible, utilitzar recipients nous i netejar tot el material bé, 

no es va poder evitar la contaminació per queratina. Els resultats obtinguts per cada banda retallada es 

resumeixen a la TAULA 10. 

 

 

 

 

 

Resultats proteòmica  

M Proteïna Massa 
gel 

Massa 
real Cob Sco Loc Comentari 

HIST2H4B protein 12,5 11,4 57% 178 N  
1 

Histone cluster 1, h4a 14 11,4 57% 174 N  
Histone cluster 1, h2ai 14 14 35% 286 N  

2 
Ribosomal protein P2 14 11,7 38% 179 C  
Histone H2A.2 15 14 34% 213 N  
Histone H2B 15 14 35% 196 N  3 

Ribosomal protein S16 15 16,5 14% 112 C  
4 Ribosomal protein S25 16 17 24% 196 C  

5 
Chain L of the Fab Fragment of the 
monoclonal antibody 25 24 30% 174  Cadena lleugera dels anticossos de 

la immunoprecipitació 

Beta-actin 45 42 26% 430 C  
NF45 protein 45 45 10% 178 N  6 

Creatine kinase-B 45 42,7 8% 159 C  

Heavy chain 50 51 17% 248  Cadena pesada dels anticossos de 
la immunoprecipitació 

Beta-tubulin 50 50,2 12% 184 C  7 

2-phosphopyruvate-hydratase alpha-enolase 50 47 11% 179 C  
Ceramide kinase-like isoform a 60 60 23% 385 C/N Control positiu de transfecció 

8 
Heat shock protein 60kDa 60 61,2 11% 260 C*  

10 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 47 46 8% 104 N  
11 Heat shock protein 70 70 7% 161 C  

90kDa heat shock protein 85 83,6 11% 228 C  
12 

Heat shock protein HSP 90-alpha 2 85 98 7% 184 C No coincideix amb la mida esperada 

Nucleolin 100 76,4 6% 181 N No coincideix amb la mida esperada 
13 

Eukaryotic translation elongation factor 2  100 96,24 6% 170 C  
HnRNP U protein 120 90 11% 336 N  
Matrin 3 120 96 9% 213 N No coincideix amb la mida esperada 14 
Elongation factor Tu GTP binding domain 
containing 2 120 110 6% 107 N  

Clathrin heavy chain 1 150 193 6% 350 C No coincideix amb la mida esperada 
15 Eukaryotic translation initiation factor 3, 

subunit 10 theta, 150/170kda 150 166 3% 128 C  

20 Hypothetical protein LOC126353 90 75 9% 114 D No coincideix amb la mida esperada 

Histone h1b 27 21,8 20% 279 N  
21 

Histone cluster 1, h1c 27 21,4 20% 279 N  
22 Myosin regulatory light chain 18 20 12% 94 C  
23 Growth regulated nuclear 68 protein 70 67,3 19% 411 N  

Sterol regulatory element binding protein 3 82 52 53% 319 C  
25 

LIMA1 protein 82 75 36% 294 C  
Protein phosphatase I alpha subunit 
(PPPIA) 37 36 20% 229 C/N  

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 37 36 17% 208 C  
F-actin capping protein alpha-1 subunit 37 33 15% 171 C  

26 

Ribosomal protein P0 37 34,4 14% 171 C  

27 Histone h1b 23 21,8 12% 141 N  
 
 
 

TAULA 10 - Resultat de l’anàlisi de possibles partners de CERKLa determinada per IP seguida de separació electroforètica i 
identificació per espectometria de masses (MALDI-TOF). S’indica el número de banda (M), el nom de la proteïna, el pes 
molecular en el qual es va trobar, així com la massa real que té. La mitjana dels scores va ser al voltant de 60, el punt de tall es va 
posar en un score de 100 (Sco). També s’indica el percentatge de cobertura (Cob) i la seva localització (Loc), N: si es nuclear, C: si 
es citoplasmàtica, D: si es desconeguda. Els colors agrupen les diferents funcions: vermell: implicació en transcripció i splicing, groc: 
biosíntesi de proteïnes (traducció), blau: activitat enzimàtiques diverses, principalment obtenció d’energia per glucòlisi, rosa: 
transport, verd: citoesquelet o relacionat amb aquest, gris: plegament de proteïnes, lila: funció desconeguda i blanc: controls 
positius. L’asterisc indica que localitza a mitocondri. 
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PUBLICACIÓ 3 
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“The use of alternative promoters turns a targeted knockout of the Retinitis Pigmentosa gene Cerkl into a 

knockdown with mild affectation of the retinal ganglion cell layer” 

 

AUTORS (ANY) 

Alejandro Garanto, Javier Vicente-Tejedor, Marina Riera, Roser Gonzàlez-Duarte, Román Blanco i 

Gemma Marfany  

 

REFERÈNCIA 

Investigative Ophtalmology and Visual Science (Sotmès a publicació) 

 

RESUM 

Mutacions en CERKL causen distròfies retinals hereditàries. Per esbrinar la funció de CERKL a la 

retina i les bases moleculars de la patogenicitat associada a les mutacions descrites en aquest gen vam 

plantejar-nos generar un model animal knockout total (KO) pel gen Cerkl, mitjançant deleció d’unes 

2.4 kb de la regió genòmica on es troba l’exó 1 i el promotor proximal del gen. En aquest model es van 

dur a terme: 1) estudis d’expressió del gen delecionat per RT-PCRs i hibridacions in situ; 2) les 

caracteritzacions morfològiques i electroretinogràfiques; 3) anàlisis semiquantitatives de marcadors de tipus 

cel·lulars de la retina i finalment, 4) immunolocalitzacions de CERKL en retines murines WT i KO. Els 

ratolins Cerkl -/- són viables i fèrtils. L’estudi a nivell transcripcional va revelar una davallada del 65% 

(respecte al WT) en l’expressió de Cerkl a la retina. Estudis més en detall van mostrar que l’ús de 

promotors adjacents són els causants de la presència de transcrit en els animals Cerkl -/-. Els animals 

knockdown generats vàren mostrar una davallada significativa i no progressiva en els nivells de Brn3a (un 

marcador de cèl·lules ganglionars) així com diferències consistents i repetitives en els 

electroretinogrames, on els potencials oscil·latoris (OPs) estaven desplaçats, ambdues dades apunten a 

una possible alteració estructural o funcional de les cèl·lules ganglionars i/o amacrines. D’altra banda, 

estudis amb la proteïna GFAP, marcador d’estrès retinal, van mostrar que les retines dels ratolins Cerkl -/- 

presentaven nivells més elevats que els WT, i que aquests, a la vegada, es veien augmentats amb l’edat, 

tot i que la relació de GFAP KO-WT no es veia alterada. A més a més, per hibridació in situ es va 

observar una expressió de Cerkl residual en els fotoreceptors, i més dèbil en les cèl·lules ganglionars i en 

la capa nuclear interna (INL). Les proves immunohistoquímiques confirmaren aquests resultats, ja que 

CERKL es localitzava en el segment extern dels cons, les cèl·lules ganglionars i cèl·lules de la INL (en 

WT) i s’observava una clara disminució a nivell de proteïna en els KO. Així doncs, la deleció del 

promotor i l’exó 1 de Cerkl generava de fet un animal knockdown (en comptes del knockout esperat), i 

produïa transcrits amb diverses metionines en pauta a partir de promotors alternatius. En resum, l’animal 

transgènic construït presentava un fenotip retinal lleu, amb canvis consistents en els OPs produïts per la 

disfunció de les cèl·lules ganglionars i/o amacrines, acompanyats per una davallada dels nivells del 
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marcador de cèl·lules ganglionars, Brn3a, a les retines dels ratolins Cerkl -/-. A més, les retines dels 

animals KO presentaven un augment del marcador d’estrès retinal, GFAP, indicantiu d’algun tipus 

d’afectació que caldria estudiar més en detall. A nivell morfològic no es va detectar diferències en quant 

a l’estructura i gruix de les diverses capes de la retina.  

 

NOTA: El material suplementari es troba disponible en el CD adjunt al final d’aquesta Tesi.  

 

APORTACIÓ PERSONAL AL TREBALL 

L’aportació a aquest treball ha estat: a) la generació del vector de direccionament gènic, el 

posterior escrutini de cèl·lules mare embrionàries per PCR i la realització dels Southerns per comprovar 

que el procés de recombinació homòloga per obtenir el model knockout de Cerkl (Figura 1); b) obtenció 

de l’individu KO fundador i el manteniment i augment de la colònia de ratolins; c) l’anàlisi d’expressió 

de Cerkl mitjançant RT-PCR en els diferents teixits, així com la comparativa amb ratolins WT (Figura 

2); d) l’anàlisi de l’activitat dels diferents promotors de Cerkl identificats, en ratolins knockout (Figura 3); 

e) el comptatge de nuclis i cèl·lules ganglionars (Figura 4B); f) l’estudi comparatiu Cerkl +/+ i Cerkl -/- 

mitjançant tincions hematoxilina-eosina en ratolins de diferents edats (Figura 4A); g) els estudis 

d’expressió mitjançant la tècnica d’hibridació in situ sobre retines WT i KO (Figura 5); h) lisats proteics i 

anàlisi de marcadors de retina (Figura 7) i i) immunodetecció de la proteïna GFAP en talls de retina 

(Figura S1).  
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CONSTRUCCIÓ D’UN MODEL MURÍ KNOCKOUT PER CERKL 

 

ANTECEDENTS 

La construcció d’un model murí deficient pel gen Cerkl era totalment necessària per tal de poder 

elucidar la funció d’aquest gen, la qual continua essent tot un misteri. La generació del knockout es va 

realitzar, en part, a l’empresa Genoway (Lió, França) i la major part de la caracterització molecular al 

nostre laboratori, seguint els passos descrits a la PUBLICACIÓ 3. 

 

Els models animals resulten atractius i molt informatius per realitzar aquest tipus d’estudis 

funcionals, ja que permeten l’estudi del desenvolupament i progressió de la malaltia, la qual, en alguns 

casos, mimetitza en quant a simptomatologia i progressió, la patologia humana [129]. Endemés, la majoria 

de models són fàcilment manipulables i es poden realitzar estudis amb un alt poder estadístic ja que es pot 

treballar en grans grups degut a la seva fàcil obtenció. En el camp de les distròfies de retina, a més a més, 

el model més emprat és el murí, el qual té una retina estructuralment similar a la humana, i conserva les 

mateixes interaccions entre cons-bastons i l’RPE [130]. 

 

La generació del knockout i la seva caracterització inicial es troba a la PUBLICACIÓ 3. En aquesta 

part del treball, volem posar de manifest les dificultats que van aparèixer durant els 4 anys que es va trigar 

en obtenir el primer individu quimèric fundador. 

 

MATERIAL I MÈTODES 

 

Extracció de genòmic de cèl·lules ES 

En cada pou s’afegeixen 50 μl de tampó de lisi (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM EDTA, 10 mM 

NaCl, 1 mg/ml proteïnasa K i 0.5% SDS) i s’incuba a 55 °C durant 12-16 h. Passat aquest temps, 

s’afegeixen 100 μl de NaCl/EtOH (15 μl de NaCl 5 M per cada 1 ml d’etanol fred) i es deixa precipitar el 

DNA durant 2 h. Mitjançant la inversió de la placa, s’elimina el sobrenedant, i es fan 2 rentats amb 200 μl 

d’etanol 70% en un tub d’1.5 ml. Finalment, es resuspen en 40 μl de TE (10 mM Tris-HCl pH 8 i 1 mM 

EDTA). Per les plaques de 12 pous, es va realitzar exactament el mateix protocol multiplicant els volums 

per 8, i amb la diferència que el DNA formava una medusa visible que es va “pescar”, en comptes de 

decantar el sobrenedant invertint la placa. 

 

Anàlisi dels clons per PCR 

Les PCRs per l’anàlisi de les cèl·lules ES es van posar a punt amb 10 ng genòmic de ratolí 129Sv 

barrejat amb dilucions seriades del vector MAG1-C+. La reacció es va preparar a un volum final de 50 μl, 

afegint 5 μl de DNA de les cèl·lules ES, 10 pmol de primer forward (PCR a 3’: CCA TCT GCA CGA 

GAC TAG TGA GAC G, PCR a 5’: TAA GAA TAG TGT TTT CAG GAG GCT CC), 10 pmol de 

primer reverse (PCR a 3’: CTC CAG CGG ACT TAC TAC CAG TTC C, PCR a 5’: AAG AGA CAC 

AAA GGA GTT TCA GTG C), 0.2 mM dNTPs, 1.5 U Taq DNA polimerasa, 10 μl de tampó i 1.5 mM 
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de MgCl2. Les condicions van ser per la PCR a 3’: 5 min a 94 °C, seguits de 35 cicles 30 seg a 94 °C, 30 seg a 

65 °C i 3 min a 68 °C i un últim pas de 5 min a 68 °C. La PCR a 5’ es va realitzar sota les mateixes 

condicions, amb la diferència que el pas d’elongació va ser de 5 min. 

 

Extracció de genòmic de ratolí 

S’incuba durant tota la nit a 55 °C un tros de cua d’uns 3 mm amb 700 μl de Tail buffer (20 mM 

Tris-HCl pH 8, 5 mM EDTA, 0.5% SDS, 200 mM NaCl i 50 μg/ml de proteïnasa K). L’endemà, el tub es 

centrifuga 10 min a màxima velocitat en una microcentrífuga i es recupera el sobrenedant en un nou tub. 

S’afegeixen 500 μl d’isopropanol i es barreja bé per inversió. S’agafa la medusa de DNA i es submergeix 

en etanol 70%. Per últim, es resuspen en 150 μl de TE. 

 

Reacció de PCR per genotipar 

La reacció de 20 μl estava formada per 10 μl de GreenMaster mix, 2 μl d’una barreja amb els 3 

oligonucleòtids (10 mM de cadascun), 1-2 μl de DNA i H2O fins a 20 μl. Les condicions de la reacció són 

94 °C durant 2 min, 35 cicles: 20 seg a 94 °C, 30 seg a 58 °C i 30 seg a 72 °C. Les seqüències dels 

oligonucleòtids són les següents: For: ACA CAT TAG AAG CCC TGA AGG A, Rev1: TCT TTG 

TGC TGT AGC AGT GAC C i Rev2: TTG CTG TTT AAT CCA GTT GTC CT. 

 

RESULTATS 

 

Obtenció del vector de direccionament  

Per la construcció del vector de direccionament gènic (MAG1-HR), es van realitzar clonatges 

successius, generant nous vectors tal i com es representa esquemàticament en la FIGURA 38. Els passos que 

es van seguir per generar aquest vector de 15348 pb, van començar a partir d’un pPCR-Script que 

contenia el promotor i l’exó sintetitzats químicament, en el qual es van afegir noves dianes de restricció 

(MAG1-Script Linker). El següent pas va consistir en la inserció d’un braç curt d’homologia (SA) de 

2444 pb situat a 3’ de l’exó 1 i que havia estat prèviament amplificat per PCR, a partir d’una soca de 

ratolí 129Sv (MAG1-SA). En aquest mateix vector es va clonar el gen de resistència a la neomicina 

(NEO) flanquejat per 2 senyals FRT i un lloc LoxP, donant lloc al vector amb el nom MAG1-C+, el 

qual es va digerir per BstEII per eliminar 1 kb. Aquest nou vector es va anomenar MAG1-SA/Neo. En 

paral·lel es va amplificar un fragment de la regió genòmica a 5’ de l’exó 1, a partir també de DNA 

genòmic de ratolins 129Sv, com a braç llarg d’homologia (LA). A més a més se li va afegir una seqüència 

LoxP en la mateixa direcció que l’anterior. Aquest braç amb el LoxP es va inserir en el MAG1-SA/Neo, 

obtenint un vector MAG1-LSA de 11945 pb. Finalment, es va afegir a 5’ de l’exó 1 el gen responsable de 

la selecció negativa DTA que codifica per la toxina diftèrica A. Tot el vector va ser validat per 

combinacions de digestions, així com per seqüenciació. 
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FIGURA 38 - Esquema de la construcció del vector MAG1-HR. 

 

 

Screening de les cèl·lules ES 

El vector resultant, es va transfectar en cèl·lules ES de ratolí 129Sv i es va procedir a la doble 

selecció negativa/positiva. Tots aquells clons que no haguessin recombinat correctament per cap, o 

només un dels dos braços d’homologia provocarien la inserció del cassette de DTA, el qual produiria la 

mort de la cèl·lula (selecció negativa), d’altra banda, les cèl·lules es van incubar en presència de 

geneticina de manera que, només aquelles cèl·lules amb el cassette de NEO van sobreviure (selecció 

positiva). 

 

La part d’electroporació i selecció de cèl·lules es va realitzar a França i, consecutivament, un cop 

crescudes les cèl·lules, ens van enviar plaques de 96 pous per realitzar l’extracció de gènomic i posterior 

anàlisi per PCR dels clons obtinguts. L’estudi per PCR dels clons ens va permetre diferenciar entre 

aquells que havien recombinat de manera atzarosa i els que ho havien fet en la regió cromosòmica 

correcta, utilitzant un oligonucleòtid dins el cassette de NEO i un altre en la regió del braç curt. En total 

es va fer l’escrutini de més de 1000 clons diferents, dels quals 712 van ser caracteritzats al nostre 

laboratori. La freqüència de recombinació homòloga segons l’experiència de Genoway, hauria de ser del 

10%. En el nostre cas, l’eficiència va ser molt més baixa, al voltant d’un 1%, és a dir, es van obtenir un 

total de 14 clons, dels quals 4 van ser identificats en el nostre laboratori, i els altres 10, en una quarta 

tongada d’electroporació i anàlisi que van realitzar directament a Genoway. Probablement, aquesta baixa 

eficiència podria ser deguda que l’exó 1 està en un lloc cromosòmic de difícil accès, la qual cosa impediria 

una bona recombinació homòloga requerida. Un cop fet l’escrutini a la regió 3’ es va realitzar una PCR 

per tal de confirmar que a la regió 5’ també havia recombinat correctament. 
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Southern blot 

Un cop comprovat que havien recombinat en la regió d’interès, es van créixer les cèl·lules ES 

seleccionades en plaques de 12 pous (Genoway) i es va procedir a l’extracció del DNA genòmic dels 

clons positius seguint el mateix protocol que en l’screening. Aquests DNAs van ser digerits pels enzims 

EcoRV i BglII per una banda, i amb PciI per l’altra (vegeu PUBLICACIÓ 3 pels detalls del Southern blot). 

Sorprenentment, es va observar que dels 3 clons analitzats en el nostre laboratori, 2 d’ells havien 

recombinat entre l’exó 1 i el senyal LoxP, ja que les bandes que s’obtenien eren idèntiques a les del WT 

(FIGURA 39). Posteriorment, al seqüenciar el fragment obtingut per PCR a 5’ es va poder demostrar que el 

LoxP no hi era. El clon 4, no es va analitzar degut a la poca quantitat de DNA que es va obtenir de 

l’extracció, que va impossibilitar que es pogués veure quelcom mitjançant aquesta tècnica.  

 

Obtenció del primer KO 

El disseny del model animal va començar a principis de l’any 2005 i durant aquell any es van 

començar a amplificar els dos braços d’homologia. Coincidint amb l’inici d’aquest treball, es van abordar 

els clonatges per generar el vector de direccionament, amb els escrutinis corresponents durant els anys 

2006 i 2007. A finals d’aquest últim any, es començaren a implantar les cèl·lules ES en blastocists de 

femelles de la soca C57BL/6J. Atès que els ratolins C57 són de color agutí i els 129Sv de color negre, els 

grau de quimerisme de la descendència podia ésser calculat. Durant els primers intents, els nivells de 

quimerisme van resultar ser inferiors al 30%, i per tant, segons el consell de Genoway, no suficients com 

per assegurar que el clon s’hagués implantat en la línia germinal. Finalment, es van aconseguir 4 mascles 

FIGURA 39 - Comprovació de la recombinació homòloga per Southern blot. Resultat de les 
hibridacions a les regions 5’ i a 3’ (A). Només el clon 1 va recombinar correctament. Representació de 
les dianes de restricció i la posició de les sondes (B). Les línies de color vermell indiquen els dos 
fragments que es generen en la hibridació a 3’, mentre que les negres il·lustren les de la hibridació amb 
la sonda 5’. 
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amb un bon nivell de quimerisme, que oscil·lava entre el 50-80%. L’escissió del cassette de NEO en els 

embrions, va ser fruit del creuament entre aquests quimeres amb ratolins femelles C57BL/6J que 

expressen la recombinasa FLP, encarregada de reconèixer els llocs FRT. Finalment, l’any 2009, es van 

obtenir els primers heterozigots després de creuar femelles C57BL/6J que expressen la recombinasa CRE, 

amb els mascles que tenien l’exó 1 de Cerkl flanquejat per les seqüències LoxP i, a més, no eren portadors 

del cassette de resistència a geneticina. Al setembre de 2009, i després d’una gran inversió de diners, 

temps, esforç i una llarga espera van arribar els primers heterozigots deficients per Cerkl (2 mascles i 2 

femelles). 

 

Un cop a Barcelona, els ratolins heterozigots van ser creuats entre ells per tal d’ampliar la colònia. 

La primera generació obtinguda va ser de 8 ratolins, que van ser marcats amb un codi de forats a les 

orelles, i genotipats a partir d’un tros de cua. Per genotipar els animals, es va dissenyar una reacció de 

PCR amb 3 oligonucleòtids a la vegada: un forward comú tant al al·lel WT com al KO (For), i 2 reverse, 

el primer situat a una regió comuna (Rev1) i l’altre localitzat dins l’exó 1 (Rev2). D’aquesta manera 

s’amplifica amb la parella For i Rev1 l’al·lel KO (amplicó de 354 pb) i amb For i Rev2 l’al·lel WT (601 

pb). La parella For i Rev1 al cromosoma WT amplifica una fragment de 2625 pb que no es veu afavorit 

per les condicions de PCR que s’utilitzen (FIGURA 40). En la primera ventrada, nascuda a finals del mes 

d’octubre del 2009, es va obtenir la primera femella KO (FIGURA 40). 

 

 
FIGURA 40 - Genotipat i obtenció del primer ratolí knockout. Localització dels oligonucleòtids 
emprats per la PCR de genotipat (A). Resultat d’una PCR de genotipat de la ventrada d’un 
creuament Cerkl +/- x Cerkl +/-, en la qual es pot observar que KO1 es homozigot KO, KO2 
homozigot WT i KO3 fins KO8 són heterozigots (B). Primer organisme KO obtingut (C). A la 
esquerra la femella KO1 a P20, a la dreta als 16 mesos. 
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CARACTERITZACIÓ FUNCIONAL DEL RATOLÍ CERKL -/-. ANÀLISIS DE LIPIDÒMICA 
 

ANTECEDENTS 

 

Actualment, s’han generat dos models animals deficients per Cerkl. El primer va ser obtingut per 

Graf i col·laboradors l’any 2008 (vegeu INTRODUCCIÓ), i consistia en una deleció de l’exó 5, quedant 

afectades només aquelles isoformes que, per splicing alternatiu, inclouen aquest exó. Aquests ratolins, com 

ja hem esmentat anteriorment, no van presentar cap canvi significatiu en les concentracions de 

ceramides i C1P a retina [162].  

 

L’altre model, ha estat generat pel nostre grup, com a part fonamental d’aquesta Tesi. El ratolí KO 

per Cerkl es va generar mitjançant l’escissió de l’exó 1 i el promotor (vegeu PUBLICACIÓ 3). Aquests 

animals, a l’igual que els descrits al 2008, són viables i fèrtils, i no presentaven cap fenotip aparent a 

nivell histològic. Endemés, l’estudi en detall de Cerkl en ratolins, va revelar una gran multiplicitat de 

transcrits produïts per l’ús de múltiples exons en diferents combinacions, gràcies a l’splicing alternatiu, i a 

l’activitat de més d’un TIS, fins ara desconeguts (vegeu PUBLICACIÓ 2). Aquest fet es va traduir en la 

detecció d’un 30-35% d’expressió de Cerkl residual a la retina, teixit en el qual centrarem tota la feina 

que es presenta en aquest apartat. 

 

Diversos grups, entre ells el nostre (vegeu PUBLICACIÓ 1), hem estat buscant el substrat de 

CERKL, sense gaire èxit, basant-nos sempre en la idea de que la proteïna havia de fer un paper similar a 

la seva homòloga més propera CERK. En tots els casos, s’ha pogut observar que la ceramida no sembla ser 

el substrat de CERKL i que no hi ha variacions en els nivells de C1P [39, 41, 162]. 

 

D’altra banda, la localització de CERKL sembla ser dinàmica (vegeu PUBLICACIÓ 1) i pot entrar 

activament a nucli, fet que suggereix que la proteïna podria jugar algun paper modulant l’activitat 

transcripcional d’alguns gens. 

 

Així doncs, en base a totes les dades que teníem i atès que, disposàvem un model animal deficient 

pel gen, vam decidir estudiar la lipidòmica de les retines WT i KO i, contrastar-la amb estudis previs que 

havíem realitzat sobreexpressant CERKL en cèl·lules en cultiu, dels quals no s’havien obtingut resultats 

concloents. Endemés, vam voler estudiar l’expressió d’alguns gens implicats en el metabolisme dels 

esfingolípids. 

 

MATERIAL I MÈTODES 

 

Obtenció  i preparació de retines per lipidòmica: 

Es van fer servir 6 animals C57BL/6J WT i 6 KO de 2 mesos d’edat sacrificats per dislocació 

cervical. Tot el procediment es va realitzar seguint els suggeriments del comitè ètic de la Universitat de 

Barcelona i seguint la declaració d’ARVO per la utilització d’animals d’experimentació en el camp de la 
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visió. Les dues retines van ser disseccionades i congelades immediatament en nitrogen líquid. Es van 

homogeneïtzar en 150 μl de tampó d’homogeneïtzació (25 mM KCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5 mM 

EDTA i 0.25 M sucrosa) amb 20 cops de Dounce. D’aquest volum, 100 μl van ser utilitzats per l’extracció 

de lípids i la resta per fer la quantificació de proteïna per BCA. 

 

Obtenció i preparació de les cèl·lules per lipidòmica: 

Es van transfectar cèl·lules COS7 i HEK293 amb les diferents construccions de CERKL, així com 

el vector buit i CERK com a control negatiu i positiu, respectivament. A 44 h post-transfecció es van 

tractar amb 10 μg/ml de Brefeldina A (BFA - inhibidor del tràfic vesicular ER-Golgi) i 100 μM de N-

butildesoxinojirimicina (NB-DNJ, un inhibidor de la glucosilceramida sintasa) durant 4 h. 

Posteriorment, es van tripsinitzar les cèl·lules, comptar i rentar en PBS. Els pellets es van congelar a -80 °C 

fins el moment de l’extracció. 

 

Lipidòmica: 

L’extracció d’esfingolípids es va dur a terme a partir de 100 μl de teixit o 300000 cèl·lules, seguint 

un mètode adaptat a partir del descrit per Merril i col·laboradors [210]. En cada tub es van afegir 500 μl 

de metanol (grau HPLC) i 250 μl de cloroform. En el cas de les cèl·lules també es va afegir 100 μl d’H2O. 

Endemés, en aquest punt es van addicionar els estàndards interns (espècies exògenes de 12 carbonis de 

Cer, SM, GlcCer). La solució es va incubar durant 16 h a 48 °C. El següent pas va consistir en la 

incubació de la solució durant 2 h a 37 °C després d’addicionar 75 μl de KOH 1 M. Finalment, es va 

aturar la reacció afegint 75 μl d’àcid acètic 1 M i es va procedir a l’evaporació sota N2. Els lípids extrets es 

van solubilitzar en 150 μl de metanol. L’aparell de cromatografia líquida / espectrometria de masses 

consisteix en un sistema d’UPLC connectat a un espectròmetre de masses (Waters), operat en mode de 

ionització positiu. Es va adquirir l’espectre complet entre 50 i 1500 Da i l’individual  i van ser sumats per 

obtenir resultats cada 0.2 segons. Es van utilitzar 2 fases mòbils, metanol, 1 mM format d’amoni (fase A) i 

H2O, 2mM format d’amoni (fase B) totes dues amb 0.05 mM d’àcid fòrmic. El gradient programat va ser: 

0 min, 80% B; 3min, 90% B; 6 min 90% B; 15 min, 99% B; 18 min, 99% B; 20 min, 80% B i un flux de 

0.3 ml/min. La columna es va mantenir a 30 °C. La quantificació es va dur a terme mitjançant l’ús del 

cromatograma de l’extracció iònica de cada compost, utilitzant una finestra de 50 mDa. El rang lineal 

dinàmic es va determinar per la injecció d’una barreja d’estàndards. La identificació dels compostos es va 

basar en una mesura acurada de la massa amb un error <5 ppm i el temps de retenció es va comparar amb 

el dels estàndards (±2%). Els valors obtinguts per cada mostra es van estandarditzar pel número de 

cèl·lules (en el cas de les mostres de cultius cel·lulars) o per mg de proteïna (en els experiments amb 

teixits animals). 

 

Extracció d’RNA i RT-PCRs: 

L’extracció d’RNA es va realitzar a partir de dues retines de ratolí mitjançant l’ús del producte 

High Pure RNA Tissue Isolation Kit (Roche). La generació del cDNA es va dur a terme utilitzant el 

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche). En ambdós casos es va seguir el protocol 
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recomanat pel fabricant. Un cop obtingut el cDNA es va realitzar una PCR específica per cadascun dels 

gens escollits incloent-hi el gen Gapdh (per normalitzar les mostres) i Cerkl. Les condicions de PCR van 

ésser: 2 min a 94 °C seguit de 35 cicles, 20 seg a 94 °C, 55, 58 o 60 °C durant 30 seg (1 min en el cas del 

Gapdh) i 30 seg a 72 °C. Els fragments amplificats eren d’entre 450 a 500 pb, a excepció del Gapdh que 

era de 983 pb. La seqüència dels oligonucleòtids utilitzats, així com els gens sobre els quals s’ha realitzat 

l’estudi, es resumeixen en la taula següent. 

 

Gens i seqüències dels oligonucleòtids 

Gen Forward Reverse Tm °C 

Gapdh TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC 58  
Cerkl CTGACTGTGGTGGTCACTGG GAACCTCTGATGCAGCTTCC 58  
Cert CGTAGACATGGCTCAATGGTG ACTCTTCCTCATTAATCAGACTG 58  
Fapp2 TGGATTGCAGCATCTCCAGTG AGACCTCTCTTCAGCCACAAG 58  
Cerk GCTTCCATCACTACGGAGATC CTGAGAAATCATACCGGACGAG 58  
Sphk1 GCATAATGGGAACGGCCAFACTG GTTCTGGTACCACAGTCCAATG 58  
Sphk2 GGCAGCGCTGTATGGACCAC GCACTGCACCCAGTGTGAATC 58  
Uggt1 TGATGAAGGACATTAGTCAGAAC TCTCGGCGATGCTAATCAACTC 55  
Uggt2 CATCGTATACTCACTGTGGATG CAGCAATAATCCACAGAGTGAC 55 
Cgt GAGCTGGTGTCAAGTATCTGTC GGGCTCCGTCATGGCGAAG 52/55/58 
Sgms1 CACGCTGTACCTGTATCGGTG ATGGTAAGATCGAGGTACAATTC 58  
Sgms2 GGAACTTTATACCTGTATCGCTG GCAAGGAATTGAGCCTTGCAC 52/55/58 
Lass3 GAAAATGGTTCTGGTCGGAG CTCCCAGAGGTCATATGCCC 52/55/58
Degs1 GCGTGTCCCGAGAGGAGTTC GCAGAAGAACCAGCCCTCG  

Degs2 AATGGTACTGGTTCAGGTGCTG GCTGCTGCCTAGAAGGTAGAC 55  
 
 
 

TAULA 11 - Gens, seqüència dels oligonucleòtids i temperatura d’anellament (Tm) de la PCR. El gen Gapdh es va utilitzar per 
normalitzar les mostres entre WT i KO. La resta de gens s’agrupen en quinases (Cerk, Sphk1 i Sphk2), transportadors (Cert i Fapp2), 
sintases de esfingolípids complexos (Uggt1, Uggt2, Cgt, Sgms1 i Sgms2), sintases de ceramida (Lass3) i desaturases (Degs1 i Degs2), 
així com el gen d’estudi Cerkl. Tres dels gens (Cgt, Sgms2 i Lass3) no van amplificar cap fragment en les Tm provades, indicant que, 
o el gen s’expressa poc a retina, o bé degut als elevats nivells d’splicing a la retina, els primers escollits localitzen en un exó que pot 
ser saltat pels mecanismes d’empalmament i maduració del mRNA. 
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Lipidòmica 

L’estudi dels lípids de les retines de 6 animals WT i 6 KO de 2 mesos d’edat va consistir en 

l’anàlisi per UPLC de diferents compostos pertanyents a la família dels esfingolípids: dihidroceramida 

(DHCer), dihidroesfingomielina (DHSM), ceramida (Cer), esfingomielina (SM), glucosil- i 

galactosilceramida (GlcCer/GalCer), lactosilceramida (LacCer) i el gangliòsid GM3. També, es van 

mesurar les espècies insaturades de Cer i SM, així com els àcids grassos lliures.  

 

Per dur a terme l’estudi, primer es van calcular les concentracions (pmol/mg de proteïna) de 

cadascun d’aquests lípids segons la longitud de la cadena del seu àcid gras (en número de carbonis) i de 

les insaturacions que aquest presenta. Aquest càlcul es va basar en la conversió a picomols  de l’àrea del 

pic detectat en el cromatograma, utilitzant com a referència l’àrea del pic de la barreja d’estàndards de 12 

carbonis equivalent a 200 pmols. Posteriorment, es va utilitzar la concentració de proteïna obtinguda per 

cada lisat per normalitzar els valors entre mostres. 
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A la FIGURA 41 es mostren els resultats del total de cadascun dels esfingolípids, així com la 

quantificació de les formes insaturades de ceramida i SM i per últim, els àcids grassos lliures. L’anàlisi en 

detall va mostrar una clara davallada de tots els lípids, molt especialment en el grup de la glucosil- i 

galactosilceramida (la massa de tots dos lípids és la mateixa, i per tant es veuen en un mateix pic). En 

canvi, no va haver-hi diferències en la proporció entre ceramides i esfingomielines saturades i insaturades 

(FIGURA 41). Endemés, l’estudi per separat de les diferents espècies de cada esfingolípid va mostrar que els 

nivells de gairebé totes les espècies de Cer eren menors en les retines dels KO, el mateix cas es donava en 

els de GlcCer/GalCer. Excepte la DHSM, la resta d’esfingolípids van mostrar davallades significatives en 

alguna de les espècies. En especial, les més afectades semblen ser, sobretot, les espècies de 18, 20 i 22 

carbonis (FIGURA 42).  

 

Tot i la baixada en els nivells de la majoria d’esfingolípids estudiats, no es van trobar diferències 

significatives en quant a la distribució de les espècies de carbonis d’aquests (vegeu figures de l’ANNEX). 

 

D’altra banda, estudis previs realitzats a l’inici d’aquest treball, utilitzant cèl·lules HEK293 i COS7 

transfectades amb CERKL, CERK i el vector buit, mostraven una certa tendència a tenir un lleuger 

augment, no significatiu, en la quantitat de GlcCer, justament el contrari del que s’observa en el KO. Per 

tant, la GlcCer, després de diversos assaigs, sembla ser un bon candidat per ser el substrat de CERKL, tot 

i que els resultats obtinguts fins ara no ens permeten discernir sobre si CERKL actua directa- o 

indirectament sobre la GlcCer. 

 

RT-PCRs 

Les diferències observades entre els ratolins WT i KO a les anàlisis de lipidòmica ens van suggerir 

que potser la disminució de producció d’esfingolípids al KO, com ara l’SM o la GlcCer, era causada per 

un efecte sobre la transcripció dels gens implicats en la biosíntesi d’aquests lípids. El resultat dels estudis 

d’expressió dels diversos gens del metabolisme dels esfingolípids, entre ratolins WT i KO va mostrar que 

no hi havia diferències entre ells. D’una banda es va utilitzar el gen Gapdh per tal de normalitzar les 

mostres. Els gens estudiats es van escollir en base als resultats de lipidòmica que vam observar. Així 

doncs, d’una banda es va voler veure si hi havia canvis en la transcripció dels gens que codifiquen per 

proteïnes transportadores (Cert i Fapp2). També, vam voler veure que passava a nivell de Cerk, el gen 

que codifica per la proteïna més propera a CERKL, així com les altres dues quinases d’esfingolípids 

importants (Sphk1 i Sphk2). En cap d’aquests casos vam observar diferències en els nivells d’expressió. 

D’altra banda, van voler estudiar alguns dels enzims de la síntesi de novo de la ceramida, com són el gen 

Lass3 (també anomenat CerS3 -ceramida sintasa 3-) i el de les desaturases Degs1 i Degs2. Per últim es va 

estudiar l’expressió dels gens implicats en la síntesi d’esfingolípids complexos com ara les esfingomielina 

sintases (Sgms1 i Sgms2) i de les glucosil- (Uggt1 i Uggt2) i galacotsilceramida sintases (Cgt). Novament, 

no es van observar diferències significatives entre WT i KO en l’anàlisi transcripcional (FIGURA 43).  
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Són molts els gens implicats, i resten, per tant, nombrosos gens per estudiar, com els de la ruta de 

degradació d’esfingolípids complexos, les fosfatases i altres ceramida sintases (Lass1, Lass2, Lass4, Lass5 i 

Lass6). Endemés, en 3 dels gens, no vam poder obtenir producte en cap de les condicions provades. Es 

tracta dels gens Cgt, Lass3 i Sgms2. Aquest fet podria indicar dues coses: i) aquests gens s’expressen molt 

poc o gens a la retina o ii) degut a l’elevada taxa d’splicing alternatiu de la retina (Abstract #2560 ARVO 

2011) els primers estan en exons que podrien no formar part del transcrit principal. La discussió d’aquests 

resultats es presenta a la seqüent secció. 

 

 
FIGURA 43 - Anàlisi transcripcional dels gens implicats en el metabolisme dels 
esfingolípids. No es va observar cap diferència en els nivells d’expressió entre 
retines d’animals WT i KO. 
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