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1. INTRODUCCIÓ 

1.1  Metabolisme de carbohidrats en peixos 

1.1.1  Peixos carnívors com a model d’intolerància a la glucosa 

Els peixos carnívors no presenten un control estricte dels nivells de glucosa en sang (Polakof et 

al, 2012). En aquests organismes, l’estat d’hiperglicèmia es manté durant més temps que en 

mamífers, tant després de l’administració de glucosa com de l’alimentació amb dietes amb 

nivells elevats de carbohidrats (Palmer i Ryman, 1972; Baños et al, 1998; Legate et al, 2001; 

Couto et al, 2008). Aquest perfil metabòlic mimetitza la diabetis tipus 2 en humans (Cowey i 

Walton, 1989; Wright et al, 1998; Moon et al, 2001). D’altra banda, els peixos omnívors, com 

ara la carpa (Cyprinus carpio), metabolitzen millor la glucosa que els peixos carnívors, tot i que 

aquesta capacitat és menor que la presentada pels mamífers (Furuichi i Yone, 1981). 

Tot i que en peixos s’hagi descrit un ús limitat dels carbohidrats ingerits, conjuntament amb 

certa intolerància a la glucosa, diversos estudis mostren que els carbohidrats subministrats 

amb les dietes es poden utilitzar per substituir parcialment les proteïnes com a font d’energia. 

Els nivells òptims de substitució de proteïna per carbohidrats en aquestes dietes depenen de 

l’espècie, el tipus de carbohidrat i el tractament que ha rebut, i el contingut lipídic i proteic de 

la dieta. D’aquesta manera, per a cada espècie, el tipus i nivell òptim de substitució de 

proteïna o lípids per carbohidrats s’ha de determinar experimentalment (Furuichi i Yone, 1980; 

Wilson, 1994; Shiau, 1997; Hemre et al, 2001). El midó tractat (gelatinitzat, dextrinitzat, 

extrusionat) és un component de la dieta adient per a l’orada (Sparus aurata) (Georgopoulos i 

Conides, 1999; Venou et al, 2003; Fernández et al, 1996, 1998, 2007; Enes etal, 2010), i altres 

espècies de peixos (Bergot, 1979; Bergot i Breque, 1983; Jeong et al, 1991; Takeuchi et al, 

1994; Wilson, 1994; Peres i Oliva-Teles, 2002; Kumar et al, 2010). Malgrat que l’orada és un 

peix carnívor, el seu metabolisme hepàtic és capaç d’adaptar-se a la substitució parcial de 

proteïnes per carbohidrats, obtenint taxes de creixement acceptables sempre que els nivells 

de carbohidrats no superin el 20 % de la composició de la dieta. Aquesta adaptació metabòlica 

promou canvis en l’activitat d’enzims clau en la glicòlisi, la gluconeogènesi, la via de les 

pentoses fosfat i el metabolisme d’aminoàcids (Fernández et al, 1998, 2007; Metón et al, 

1999b). 

Hi ha diverses hipòtesis que expliquen les bases moleculars que determinen la baixa habilitat 

dels peixos carnívors per utilitzar els carbohidrats. En un principi es va assumir que la 
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hiperglicèmia prolongada observada en els peixos després d’un test de glucosa i la incapacitat 

per utilitzar alts nivells de carbohidrats en la dieta era el resultat de baixos nivells d’insulina 

endògena (Palmer i Ryman, 1972; Wilson i Poe, 1987), però els nivells d’insulina en peixos són 

similars o fins i tot superiors als observats en mamífers (Mommsen i Plisetskaya, 1991; 

Plisetskaya, 1998). Tot i que en peixos s’ha observat un increment d’insulina en plasma després 

de l’administració de glucosa (Furuichi i Yone, 1982; Hilton et al, 1987; Enes et al, 2011), certs 

aminoàcids sembla que són capaços d’estimular la secreció d’insulina en peixos de manera 

més potent que la glucosa (Andoh i Nagasawa, 1998; Navarro et al, 2002; Andoh, 2007). 

L’activitat estimuladora dels diferents aminoàcids difereix entre espècies, així com també el fet 

que la insulina està implicada en la regulació dels nivells d’aminoàcids en sang (Ince i Thorpe, 

1974, 1977, 1978; Inui et al, 1975; Murai i Ogata, 1990; Andoh, 2007). Els peixos també 

compten amb receptors d’insulina i IGF-I (de l’anglès insulin-like growth factor-I) (Gutiérrez i 

Plisetskaya, 1991; Gutiérrez et al, 1993; Drakenberg et al, 1993). Les propietats d’unió 

d’aquests receptors en diferents teixits i espècies de peixos han estat estudiades i, tot i les 

seves similituds amb els receptors d’insulina i IGF-I de mamífers, exhibeixen propietats d’unió 

diferents (Párrizas et al, 1995). La presència de receptors IGF-II/mannosa 6-fosfat es va 

detectar en embrions de peixos, d’estructura i especificitat pel lligand similars als trobats en 

mamífers (Méndez et al, 1991). No obstant això, la quantitat de receptors d’insulina en el 

múscul de peixos és inferior a la descrita per a mamífers (Gutiérrez et al, 1991).  

L’absència de transportadors de glucosa funcionals (GLUTs) va ésser considerada una altra de 

les possibles causes d’intolerància a la glucosa en peixos. No obstant, han estat descrites 

diverses isoformes de transportadors de glucosa en peixos homòlogues a GLUT1, GLUT2, 

GLUT3 i GLUT4 de mamífers (Teerijoki et al, 2000, 2001; Krasnov et al, 2001; Capilla et al, 2002; 

Zhang et al, 2003; Hall et al, 2004, 2005, 2006; Díaz et al, 2007). La funcionalitat de GLUT2 en 

peixos ha estat verificada mitjançant la microinjecció d’un plasmidi d’expressió en ous de truita 

irisada (Oncorhynchus mykiss). Els embrions resultants exhibien un increment en l’activitat 

transportadora de glucosa (Krasnov et al, 2001). De manera similar, la caracterització funcional 

d’un GLUT4 de teixit adipós de salmó coho (Onchorynchus kisutch) es va demostrar en oòcits 

de Xenopus laevis i en adipòcits de truita, on tant la insulina com la glucosa van estimular 

l’absorció de glucosa i la translocació del transportador a la membrana plasmàtica (Capilla et al, 

2004). No obstant, els transportadors de glucosa GLUT2 i GLUT4 en peixos es caracteritzen per 

presentar menor afinitat per la glucosa (Krasnov et al, 2001; Capilla et al, 2004), a més de 

presentar un baix nombre de receptors tipus GLUT4 en múscul (Wright et al, 1998).  
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La regulació de l’expressió d’enzims que controlen el flux de glucosa/glucosa-6-fosfat en el 

fetge de peixos també s’ha proposat com un factor per explicar la baixa habilitat per 

metabolitzar la glucosa (Cowey i Walton, 1989; Wilson, 1994; Panserat et al, 2002). En 

mamífers, la regulació per glucosa de la glucocinasa (GK, EC2.7.1.2) és necessària per mantenir 

valors normals de glicèmia, i la sobreexpressió de glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa, EC3.1.3.9) 

comporta una producció de glucosa hepàtica excessiva, resultant en intolerància a la glucosa i 

hiperglicèmia (O’Brien i Granner, 1996; Seoane et al, 1997; Trinh et al, 1998). Durant molt de 

temps, la incapacitat dels peixos carnívors per utilitzar carbohidrats s’havia descrit en part per 

la falta d’una activitat induïble de GK hepàtica (Nagayama i Ohshima, 1974; Cowey et al, 1977; 

Cowey i Walton, 1989; Steffens, 1989; Wilson, 1994). Tanmateix, els estudis bioquímics 

indiquen la presència d’activitat atribuïble a GK en fetge de salmó atlàntic (Salmo salar) i de 

cossos de Brockmann en halibut atlàntic (Hippoglossus hippoglossus) (Tranulis et al, 1996, 

1997). A més, el nostre grup de recerca va aïllar el cDNA de la GK de fetge d’orada i en va 

estudiar la regulació de l’expressió gènica en funció de l’estat nutricional (Caseras et al, 2000, 

2002), mentre que paral·lelament es van aïllar seqüències parcials de cDNA que codificaven 

per a la GK d’altres espècies (Panserat et al, 2000a). Els nivells de GK hepàtica en salmó atlàntic 

i orada són inferiors als observats en rates alimentades, però curiosament similars als descrits 

per a rates en dejú o diabètiques (Caseras et al, 2000). Aquests resultats indiquen que la GK és 

funcional en el fetge de peixos, tot i que les característiques cinètiques de la GK en aquests 

organismes puguin fer que sigui un enzim menys eficient per metabolitzar glucosa. 

L’absència de regulació de l’expressió de la G6Pasa en el fetge de peixos va ésser proposada 

com un altre dels factors per explicar l’hiperglicèmia en aquests organismes (Panserat et al, 

2000b). Aquest enzim contribueix a la regulació homeostàtica de la glucosa en sang catalitzant 

la desfosforilació de la glucosa-6-fosfat a glucosa, la reacció terminal de la gluconeogènesi i la 

glicòlisi (Arion et al, 1975, 1980; Nordlie et al, 1999; van de Werve et al, 2000). El nostre grup 

de recerca va clonar i caracteritzar la subunitat catalítica de la G6Pasa d’orada i la primera 

regió promotora d’una G6Pasa descrita en peixos i animals no mamífers (Metón et al, 2004a; 

Salgado et al, 2004). Com que la insulina gairebé no afecta l’activitat promotora de la G6Pasa 

en el fetge d’orada en absència de glucosa, es va proposar que la baixa capacitat de la insulina 

per reprimir la G6Pasa podria contribuir a la resistència a la insulina en els peixos carnívors 

(Salgado et al, 2004).  

Es va demostrar que la regulació en l’expressió d’enzims que controlen el cicle de substrat 

glucosa/glucosa-6-fosfat es dóna en el fetge d’orada. L’expressió hepàtica de la GK a nivell 
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d’mRNA i d’activitat enzimàtica disminueix dràsticament en orades en dejú, mentre que 

s’incrementa l’expressió de G6Pasa (Metón et al, 2004a). No es va observar la inducció de GK 

fins 4 hores després de la ingesta, aconseguint el seu màxim d’activitat a les 4-8 hores; d’altra 

banda, els nivells mínims d’mRNA de la G6Pasa s’assoleixen a les 4-15 hores del període 

postprandial (Caseras et al, 2002). Comparat amb rata, aquests resultats suggereixen que 

l’hiperglicèmia prolongada observada en peixos podria ésser deguda a una estimulació 

retardada de l’expressió de la GK. L’efecte de l’alimentació amb diferents dietes sobre 

l’expressió de la GK i la G6Pasa indica que el metabolisme intermediari hepàtic en peixos 

alimentats amb dietes pobres en proteïnes i riques en carbohidrats es veu forçat a utilitzar els 

carbohidrats de la dieta. Aquest fet es dóna més aviat a través de la modulació dels nivells 

d’mRNA de la GK que no pas de l’expressió de la G6Pasa (Caseras et al, 2000, 2002; Metón et 

al, 2003a; Egea et al, 2007, 2008).  

Moltes espècies de peixos presenten períodes prolongats de dejú en el seu medi natural, 

relacionats amb els períodes de migració i reproducció. En aquestes situacions, les variacions 

en els nivells de glucogen en fetge i múscul depenen en gran mesura de l’espècie estudiada, 

tot i que es necessiten períodes més llargs que en mamífers per observar un descens 

significatiu dels nivells de glucogen hepàtic en peixos (Nagai i Ikeda, 1971; Larsson i Lewander, 

1973; French et al, 1983; García de Frutos et al, 1990; Hemre et al, 1990). En orada, el 

glucogen hepàtic tendeix a disminuir significativament després de 8 dies de dejú, i arriba als 

nivells mínims després de 20 dies (Baanante et al, 1991; García de Frutos et al, 1991; Metón et 

al, 1999b). Un període curt de dejú va causar una disminució significativa del contingut de 

glucogen en fetge i múscul en la truita irisada (Hickling i March, 1982) i en la truita de riu 

(Salmo trutta fario) (Navarro et al, 1992). Tanmateix, en anguila europea (Anguilla anguilla) 

sotmesa a dejú en condicions de laboratori, la concentració de glucogen en fetge no va 

disminuir fins a superar els 96 dies, i el glucogen muscular va mantenir-se en els seus nivells 

inicials després de 164 dies (Dave et al, 1975). La intolerància a la glucosa sembla estar 

relacionada amb la utilització preferent de lípids i proteïnes en lloc de glucogen com a font 

d’energia preferent per part dels peixos en condicions de dejú. 

1.1.2  Regulació nutricional de la glicòlisi i gluconeogènesi en peixos 

L’homeòstasi de la glucosa està principalment controlada en el fetge a través de dues rutes 

metabòliques, la glicòlisi i la gluconeogènesi. El catabolisme de glucosa es dóna principalment 

a través de la glicòlisi, el cicle de Krebs (TCA) i la cadena respiratòria per obtenir ATP, o 

mitjançant el cicle de les pentoses fosfat, donant lloc a la producció de NADPH per a la 



INTRODUCCIÓ  5 

 

biosíntesi de lípids i ribosa-5-fosfat (necessària per a la síntesi de nucleòtids). L’excés de 

glucosa es pot emmagatzemar com a glucogen (glucogènesi) o pot ésser convertit en lípids. 

Sota condicions de dejú, els requeriments de glucosa es poden satisfer a partir de la 

degradació del glucogen a glucosa (glucogenolisi)  o utilitzant precursors no glicosídics, com 

ara piruvat, lactat, glicerol, intermediaris del TCA o derivats del catabolisme d’aminoàcids, per 

generar glucosa (gluconeogènesi). Depenent dels requeriments cel·lulars, enzims reguladors 

específics modulen el flux net cap a la glicòlisi o la gluconeogènesi mitjançant tres cicles de 

substrat (Pilkis i Granner, 1992; Metón et al, 2003a,b, 2006), tal com s’exemplifica a la figura 1.  

 

 

Figura 1. Cicles de substrat en la glicòlisi/gluconeogènesi. Els enzims implicats en els cicles de 
substrat de la via glicolítica (representada amb color vermell) són GK, PFK1 i PK, mentre que els 
impicats en la via gluconeogènica (representada amb color blau) són PEPCK, FBPasa i G6Pasa. 
També es representa l’enzim bifuncional 6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa  (PFKFB), 
que controla els nivells de fructosa-2,6-bisfosfat. 

 

1.1.2.1  Regulació nutricional en situacions de dejú 

El manteniment de l’homeòstasi energètica en peixos durant el dejú està directament 

relacionat amb la capacitat del fetge per mobilitzar reserves energètiques, com ara lípids i 

glucogen, durant els primers estadis del dejú, i la posterior activació de la gluconeogènesi 

hepàtica i reducció de la taxa d’utilització de la glucosa.  
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Increment de la glucogenolisi. La forma activa de la glucogen fosforilasa (GPasa, EC2.4.1.1) 

incrementa en salmó atlàntic en dejú, donant lloc a la degradació de glucogen hepàtic 

(Sundby et al, 1991; Soengas et al, 1996). Peixos com ara el llobarro (Dicentrarchus labrax), 

l’orada, la truita irisada i la truita de riu mobilitzen el glucogen durant la fase inicial del 

dejú, disminuint significativament el contingut de glucogen hepàtic (García de Frutos et al, 

1990; Navarro i Gutiérrez, 1995; Soengas et al, 1996, 2006; Metón et al, 2003a; Kirchner et 

al, 2005; Polakof et al, 2006, 2007; Pérez-Jiménez et al, 2007).  

Increment de la gluconeogènesi. En truita irisada l’activitat fosfoenolpiruvat carboxicinasa 

(PEPCK, EC4.1.1.32/38/49) incrementa significativament en resposta al dejú (Kirchner et al, 

2003, 2008). En fetge d’orada el dejú provoca una disminució en l’expressio de l’enzim 6-

fosfofructo-2-cinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa (PFKFB, EC3.1.3.46) i un fort descens en els 

nivells de fructosa-2,6-P2. Els baixos nivells de fructosa-2,6-P2 donen lloc a la disminució de 

l’activitat 6-fosfofructo-1-cinasa (PFK1, EC2.7.1.11) i l’increment de l’activitat fructosa-1-6-

bisfosfatasa (FBPasa, EC3.1.3.11), augmentant el flux gluconeogènic (García de Frutos et al, 

1990; Metón et al, 1999b). En fetge d’orada i truita irisada l’activitat FBPasa incrementa i 

es manté elevada després de la realimentació a curt termini (2 dies), i en orada se’n 

restauren els valors inicials després de 21 dies de realimentació (Metón et al, 2003a; 

Kirchner et al, 2003, 2008). L’elevada activitat FBPasa a curt termini després de la 

realimentació podria estar relacionada amb la restauració del glucogen hepàtic a partir de 

compostos amb 3 àtoms de carboni per la via de la gluconeogènesi, tal com s’ha observat 

en rates (Pilkis i Granner, 1992). De fet, estudis en llobarro mostren que en peixos en dejú 

la meitat del glucogen s’ha sintetitzat per la via indirecta, mentre que en peixos 

realimentats aquesta és la via preferent (Viegas et al, 2012). Aquest fet evidencia l’ús 

limitat de la glucosa de la dieta per part dels peixos. Les situacions de dejú també 

incrementen l’expressió gènica i l’activitat de la G6Pasa en orada i truita irisada (Morata et 

al, 1982; Caseras et al, 2002; Kirchner et al, 2003; Metón et al, 2004a; Polakof et al, 2007). 

En orada va ésser suficient un dia de realimentació després del dejú per disminuir els 

nivells de G6Pasa fins als observats en orades alimentades (Metón et al, 2004a).  

Disminució de la glicòlisi. El dejú promou un fort descens en l’mRNA i l’activitat de la GK 

en fetge d’orada i truita irisada (Caseras et al, 2000; Kirschner et al, 2003, 2005; Metón et 

al, 2004a; Soengas et al, 2006). D’altra banda, en llobarro el dejú a curt termini no va tenir 

efecte en l’activitat GK hepàtica (Pérez-Jiménez et al, 2007; Viegas et al, 2013). L’activitat 

hepàtica PFK1 i piruvat cinasa (PK, EC2.7.1.40) en truita irisada i orada disminueixen 

significativament en peixos sotmesos a dejú (Fideu et al, 1983; Bonamusa et al, 1992; 
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Metón et al, 1999b, 2003a; Kirchner et al, 2003). En orada la realimentació a curt termini 

no va ésser suficient per produir canvis significatius en l’activitat hepàtica PK. Els nutrients 

de la dieta després d’un període de dejú prolongat contribueixen a restaurar ràpidament 

els nivells de glucogen.  

La restricció calòrica promou una disminució en l’activitat dels enzims implicats en la 

glicòlisi i en la via de les pentoses fosfat de manera similar a què succeeix en orades 

sotmeses a dejú (Metón et al, 1999a, 1999b; Caseras et al, 2000). 

1.1.2.2  Regulació nutricional en situacions d’alimentació amb alt contingut en 

carbohidrats 

Quan els peixos són alimentats amb dietes amb alt contingut en carbohidrats es 

produeixen canvis metabòlics que resulten en un aprofitament parcial dels carbohidrats 

disponibles.  

Utilització de glucosa exògena. Tot i que els nivells de GK són pràcticament indetectables 

en peixos alimentats amb dietes amb baix contingut en carbohidrats (Caseras et al, 2002; 

Metón et al, 2004a), en espècies com ara l’orada, la truita irisada i la carpa comuna 

(Cyprinus carpio), després de la ingesta d’una dieta alta en carbohidrats, els nivells d’mRNA 

i d’activitat GK hepàtica es veuen fortament incrementats (Panserat et al, 2000b; Caseras 

et al, 2002; Capilla et al, 2003; Metón et al, 2004a). De la mateixa manera, s’observa un 

increment de l’expressió de PFKFB i PK en fetge de truita irisada i orada (García de Frutos 

et al, 1990; Metón et al, 1999b, 2000; Panserat et al, 2001c). L’alimentació d’orades amb 

dietes amb elevat contingut en carbohidrats va provocar un augment de l’activitat cinasa 

de la PFKFB i els nivells de fructosa-2,6-P2, donant com a resultat un increment de la 

glicòlisi (García de Frutos et al, 1990). En anguila europea l’activitat PK també va 

incrementar després de l’administració d’una dieta rica en carbohidrats (Suárez et al, 

1995). L’activitat PFK1 hepàtica es va veure augmentada en truita irisada i orada 

alimentades amb dietes amb alt contingut en carbohidrats (Fideu et al, 1983; Walton, 

1986; Bonamusa et al, 1992; Metón et al, 1999b; Fernández et al, 2007).  

Desregulació de la gluconeogènesi. En rata, l’expressió de PEPCK, FBPasa i G6Pasa, enzims 

clau en la gluconeogènesi, s’indueix en situacions de dejú i es reprimeix en l’alimentació 

amb dietes amb alt contingut de carbohidrats; en peixos, aquests enzims hepàtics no 

responen als nivells de carbohidrats en la dieta, i es mantenen elevats. S’ha suggerit que hi 

ha una producció alta i sostinguda de glucosa endògena en el fetge de peix deguda a una 

manca de regulació de la gluconeogènesi pels carbohidrats a la dieta (Tranulis et al, 1991; 
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Panserat et al, 2000c, 2001a,b,c; Caseras et al, 2002; Enes et al, 2006; Moreira et al, 2008; 

Kirchner et al, 2008). En orada, malgrat que els nivells de G6Pasa no sembla que es vegin 

afectats pels nivells de carbohidrats de la dieta, la seva expressió sí que es modula en 

resposta al dejú i després de l’alimentació (Metón et al, 2004a). 
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1.2  Metabolisme de proteïnes en peixos 

1.2.1 Funcions dels aminoàcids 

La majoria de les espècies de peixos són carnívores (Love, 1980) i la seva dieta natural consta 

d’un elevat contingut en proteïnes (Wilson, 2002). Els aminoàcids lliures corresponen a una 

petita proporció del total en l’organisme, i provenen majoritàriament de dues fonts, la dieta i 

el catabolisme de proteïnes corporals. En peixos, el catabolisme de proteïnes tissulars 

subministra menys del 50 % dels aminoàcids, raó per la qual els peixos són organismes 

fortament dependents de la proteïna de la dieta (Cowey i Luquet, 1983). El principal destí dels 

aminoàcids recau en la síntesi de proteïnes, i en menor mesura la síntesi d’hormones, purines, 

neurotransmissors i cofactors.  

 

Figura 2. Principals vies del metabolisme d’aminoàcids i proteïnes. Els aminoàcids lliures de 
l’organisme (provinents majoritàriament de la dieta i del catabolisme de proteïnes endògenes) es 
destinen a la síntesi de proteïnes corporals, i en menor mesura d’altres compostos nitrogenats. 
L’excedent és catabolitzat en major part fins al cicle dels TCA, i una petita part es destina a 
l’emmagatzematge en forma de glucosa i lípids. Imatge adaptada de Dabrowsky i Guderley, 2002.  

El següent destí dels aminoàcids és la producció d’energia. Aquests supleixen fins al 85 % dels 

requeriments energètics en peixos teleostis (van Waarde, 1983). Després de l’alimentació, el 

subministrament d’aminoàcids als teixits excedeix la seva capacitat de síntesi de proteïnes, i 
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l’excés és catabolitzat en el fetge, on s’utilitzarà com a substrat per proveir ATP per als 

processos biomecànics, sintètics i de transport (Atherton i Aitken, 1970; Beamish i Thomas, 

1984). El procés de catabolisme d’un aminoàcid implica l’eliminació del grup amino, que en 

peixos teleostis serà excretat majoritàriament com a amoni, i la formació d’un α–cetoàcid. 

Aquest α–cetoàcid en determinades circumstàncies s’utilitza com a precursor per sintetitzar 

glucogen o triglicèrids (que s’utilitzen com a reserva de carbohidrats i lípids), però la major part 

s’oxidarà fins a CO2 i H2O a través de la conversió a intermediaris del TCA per produir energia 

(figura 2). L’oxidació directa dels aminoàcids de la dieta evita la despesa energètica que 

comporta la síntesi de molècules d’emmagatzematge, ja que l’excreció directa d’amoni com a 

producte final del metabolisme d’aminoàcids és energèticament més favorable que utilitzar 

energia, en convertir l’amoni en una forma menys tòxica. 

L’excés de proteïna en la dieta respecte les demandes de creixement comporta un augment de 

la degradació d’aminoàcids i l’excreció de compostos nitrogenats, fet que resulta en 

l’eutrofització de les aigües a nivell local (Pearson i Black, 2001; Davenport et al, 2003). S’han 

aconseguit progressos en aquest sentit optimitzant la proporció de proteïna digerible enfront 

l’energètica. Un descens en aquesta proporció és extremadament eficient per millorar la 

utilització de proteïna i disminuir les pèrdues de nitrogen en la majoria de peixos en cultiu 

(Kaushik i Cowey, 1991; Cho i Bureau, 2001). L’augment dels nivells de lípids en la dieta també 

té efectes beneficiosos en termes d’aprofitament del nitrogen en la majoria de peixos (Lee i 

Putnam, 1973; Kaushik i Oliva-Teles, 1985; Hillestad i Johnsen, 1994; Vergara et al, 1996, Satoh 

et al, 2004). Quan la dieta és deficient en lípids, una major proporció de la proteïna és 

metabolitzada per obtenir energia, provocant una major excreció d’amoni i la retenció de 

menys nitrogen per al creixement (Atherton i Aitken, 1970; Wood, 1993). Els carbohidrats de la 

dieta no són una bona font d’energia, ja que fins i tot si es posen a disposició carbohidrats 

digeribles, la glucosa absorbida es metabolitza amb dificultat i de manera limitada (Moon 

2001; Panserat i Kaushik, 2002). En canvi, existeix una elevada capacitat de gluconeogènesi a 

partir dels aminoàcids exògens (Bever et al, 1981). En el cas particular de l’orada, la substitució 

de proteïna de la dieta per midó de blat de moro gelatinitzat fins un 18 % permet un bon 

aprofitament de la proteïna per a creixement (Fernández et al, 2007).  

En peixos, els aminoàcids indueixen la secreció d’insulina de manera més eficient que la pròpia 

glucosa, tot i que l’efecte difereix en funció de l’espècie de peix estudiada. L’arginina, per 

exemple, és un potent agent insulinotròpic en llenguado barfin, anguila europea i salmó coho 

(Andoh, 2007; Ince i Thorpe, 1997; Plisetskaya et al, 1991).  
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D’altra banda, els aminoàcids són reguladors del flux metabòlic i es consideren molècules de 

senyalització. En peixos marins, particularment durant estadis embriogènics, els aminoàcids 

proveeixen estabilitat en l’osmolaritat dels fluids corporals, i s’utilitzen com a substrats per a la 

síntesi de proteïnes i el catabolisme aeròbic (Ronnestad i Fyhn, 1993; Ronnestad et al, 1993; 

Sivaloganathan et al, 1998). A més, la composició dels aminoàcids lliures canvia depenent del 

teixit, freqüència i temps després de l’alimentació, temperatura i salinitat (Carter et al, 1994; 

Tantikitti i March, 1995; Knapp i Wieser, 1981; Dabrowski et al, 1996; Auerswald et al, 1997). 

En estudis realitzats en hepatòcits primaris de truita irisada es va observar que els aminoàcids 

incrementaven l’expressió d’enzims del metabolisme glucídic i en disminuïen l’expressió dels 

involucrats en el metabolisme proteic. A més, es va demostrar que l’habilitat de la insulina per 

estimular l’expressió de gens glicolítics resulta major en presència d’aminoàcids (Lansard et al, 

2010).  

1.2.2  Digestió i absorció d’aminoàcids 

La proteòlisi s’inicia a l’estómac amb la pepsina, i la hidròlisi dels pèptids continua al lumen de 

l’intestí per l’acció de la tripsina, quimiotripsina i leucina aminopeptidasa. En peixos herbívors 

aquests enzims actuen a un pH òptim, com en mamífers (Sabapathy i Teo, 1995). Els 

aminoàcids s’absorbeixen a l’intestí com a aminoàcids lliures o com a dipèptids.  La hidròlisi 

dels dipèptids es dóna immediatament després del transport (Reshkin i Ahearn, 1991). El nivell 

més alt d’aminoàcids lliures en plasma s’assoleix a les 12 hores després de la ingesta, i després 

torna als valors basals (Murai et al, 1987; Navarro et al, 1997).  

Els nivells d’aminoàcids en la dieta promouen canvis en els mecanismes de transport intestinal 

dels peixos. Les Km dels transportadors d’aminoàcids en peixos herbívors i omnívors són 

menors que en carnívors, adaptant-se a un menor nivell d’aminoàcids en l’intestí (Ferraris i 

Ahearn, 1984). L’entrada dels aminoàcids a la sang es duu a terme a través de la membrana 

basolateral de les cèl·lules intestinals a través de, com a mínim, tres transportadors 

d’aminoàcids (Reshkin et al, 1988; Collie i Ferraris, 1995). L’alanina, la lisina i la fenilalanina són 

substrats de transportadors independents de sodi; la prolina i el glutamat ho són transportats 

de transportadors dependents de sodi, i la glicina utilitza el gradient de sodi i potasi (Reshkin et 

al, 1988).  

Els aminoàcids són alliberats de la sang a la majoria de cèl·lules com a aminoàcids lliures. El 

recanvi d’aminoàcids en plasma de peixos és relativament alt comparat amb el d’altres 

vertebrats (Bever et al, 1981). Aquest fet es deu principalment a l’eficiència dels 



12  INTRODUCCIÓ 

 

transportadors d’aminoàcids, suggerint la importància metabòlica dels aminoàcids en els 

peixos.  

1.2.3  Catabolisme d’aminoàcids. Origen de l’amoni excretat. 

El fetge dels peixos és el principal òrgan de catabolisme d’aminoàcids i això explica les altes 

concentracions d’aminoàcids lliures presents en aquest teixit (van den Thillart i van Raaij, 

1995). Els aminoàcids són un substrat oxidatiu més important que els lípids en el fetge (French 

et al, 1981), i la seva taxa d’oxidació excedeix la del seu paper en altres vies, com la 

gluconeogènesi. En salmó atlàntic, la taxa d’oxidació de l’alanina excedeix la taxa 

d’incorporació a glucosa més de 10 vegades (Mommsen et al, 1985), i en hepatòcits de tonyina, 

l’alanina s’oxida 5 vegades més ràpidament que el lactat (Buck et al, 1992). Això és degut a què 

l’excés d’aminoàcids que sobrepassa els requeriments de la dieta no pot ésser emmagatzemat, 

i és desaminat i oxidat al cicle de TCA o convertit en greixos i carbohidrats (Ballantyne, 2001; 

Stone et al, 2003).  

El catabolisme d’aminoàcids resulta en la producció d’amoni en peixos, i s’estima que el fetge 

és el responsable del 50-70 % d’aquesta producció (van den Thillart i van Raaij, 1995). El 

contingut de proteïna de la dieta és el principal factor que influeix en la producció d’amoni 

(Beamish i Thomas, 1984; Carvalho et al, 2010). Els nivells d’amoni incrementen després de la 

ingesta (Brown i Cameron, 1991; Bucking i Wood, 2008; Carvalho et al, 2010), i en peixos 

alimentats a sacietat, la producció d’amoni és més de 10 vegades superior a la de peixos en 

dejú (Guerin-Ancey, 1976; Kaushik i Oliva-Teles, 1985). Els peixos teleostis, com ara l’orada, 

són amoniotèlics, és a dir, són capaços d’excretar l’amoni directament a l’aigua a través de les 

brànquies (Wilkie 1997, 2002; Weihrauch et al, 2009). Aproximadament un 50 % del nitrogen 

procedent d’aminoàcids de la dieta se secreta en les següents 24 hores (Ip et al, 2004c; Lim et 

al, 2004), tot i que en condicions mediambientals adverses alguns peixos redueixen la seva 

taxa de producció d’amoni provinent del catabolisme d’aminoàcids (Ip et al, 2001, 2004a,b; 

Lim et al, 2001). 

1.2.3.1  Vies de desaminació 

L’amoni es produeix a través de les vies de desaminació dels aminoàcids: la 

transdesaminació, la desaminació directa dels aminoàcids i el cicle dels nucleòtids purina 

(figura 3). Els passos limitants en cada procés (distribució subcel·lular i transport de 

l’aminoàcid al compartiment on es troba l’enzim) determinen el catabolisme dels 

aminoàcids. En peixos, el glutamat és principalment desaminat per produir amoni, mentre 
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que en mamífers es transamina a aspartat (Walton i Cowey, 1977; Campbell i Vorhaben, 

1983), i la via de desaminació que segueix depèn de l’espècie. El glutamat és oxidat a 

través de la glutamat deshidrogenasa (GDH, EC1.4.1.3) en fetge de carpí daurat (Carassius 

auratus) (van Waarde i Henegouwen, 1982), truita irisada (Walton i Cowey, 1977), 

llobarro (Peres i Oliva-Teles, 2006) i bagre jundià (Rhamdia quelen) (Bibiano Melo et al, 

2006). En mitocondris de fetge de truita i peix gat, el 40 % del glutamat és transaminat a 

aspartat, mentre que la resta és desaminat (Campbell i Vorhaben, 1983). Estudis en besuc 

de la taca (Pagellus bogaraveo) mostren que un suplement de glutamat en la dieta 

disminueix l’activitat desaminativa de la GDH (Figueiredo-Silva et al, 2010). De manera 

similar, estudis realitzats en orades alimentades amb dietes suplementades amb 

glutamina, glutamat i albúmina mostren una regulació afectada diferencialment per la 

composició de la dieta, de manera que l’activitat oxidativa de la GDH incrementa al 

subministrar-los dietes suplementades amb glutamina i albúmina, mentre que l’activitat 

reductora de la GDH disminueix amb el suplement de glutamina i glutamat (Caballero et al, 

2015). 

A 

 

B 

 

Figura 3. Producció d’amoni a partir d’aminoàcids. Es representen les dues vies majoritàries de 
desaminació, la transdesaminació (A) i el cicle de nucleòtids purina (B). 
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Transdesaminació. La via majoritària de desaminació d’aminoàcids és la transdesaminació. 

Consisteix en una reacció on el grup amino de l’aminoàcid és transferit a α–cetoglutarat 

per formar glutamat, i aquest serà desaminat posteriorment per la GDH (Braunstein, 

1957). Aquest procés es duu a terme principalment al fetge, on aquestes activitats 

enzimàtiques són més elevades, encara que també es troben en altres teixits, com ara 

l’intestí, el ronyó i el múscul (van den Thillart i van Raaij, 1995; Anderson et al, 2002). Les 

dues transaminases més importants quantitativament en el fetge de peixos són l’aspartat 

aminotransferasa (AST; EC2.6.1.1) i l’alanina aminotransferasa (ALT; EC2.6.1.2). La GDH és 

un enzim mitocondrial en peixos, i és activat al·lostèricament per ADP, AMP i leucina, i 

inhibit per ATP i GTP. Durant els períodes en què els nivells d’ATP són baixos i els d’ADP 

alts, la desaminació oxidativa dels aminoàcids serà major. La leucina activa preferentment 

la direcció d’aminació (Jurss i Bastrop, 1995).  

Desaminació directa. La desaminació directa d’aminoàcids específics involucra enzims 

com ara la histidinasa, l’asparaginasa, la serina deshidratasa, la treonina deshidratasa i la 

glutaminasa, així com la mateixa GDH. Exceptuant la GDH, les activitats i distribució 

d’aquests enzims en teixits de peix és insuficient per a considerar-los contribuents 

importants en la producció d’amoni (van Waarde, 1983).  

Cicle de nucleòtids de purina. La reacció s’inicia amb la una transaminació, que donarà 

lloc a la formació de glutamat. El glutamat serà transaminat per l’AST, resultant en la 

formació d’aspartat. Aquest pot incorporar-se al cicle dels nucleòtids de purina 

reaccionant amb l’inosina monofosfat (IMP) per formar adenilsuccinat. L’adenilsuccinat 

pot formar AMP amb l’alliberació de fumarat, que pot ésser a la vegada convertit a 

oxalacetat a través del cicle de TCA. L’AMP desaminasa utilitza AMP per formar de nou 

IMP, alliberant amoni en el procés (Lowenstein, 1972). El cicle de nucleòtids purina té un 

paper important regulant la càrrega energètica de la cèl·lula controlant els nivells d’AMP. 

L’AMP desaminasa és considerada l’enzim clau de la via, i es troba en nivells elevats al 

múscul esquelètic blanc (Kaletha et al, 1991; Raffin et al, 1993; Lushchak et al, 1998, 2008). 

1.2.4  Gluconeogènesi a partir d’aminoàcids 

El fetge és un òrgan important per a la gluconeogènesi en peixos, amb els aminoàcids com a 

font majoritària de carboni. Com en el cas dels mamífers, la gluconeogènesi a partir de 

l’alanina és quantitativament la més important en peixos (French et al, 1981), encara que les 

taxes de síntesi de glucosa a partir d’aminoàcids en hepatòcits aïllats de truita segueix l’ordre: 

serina > asparagina > alanina > glicina  > prolina > valina (French et al, 1981). Aquest fet 
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suggereix la possibilitat de què la serina sigui més important que l’alanina per a la 

gluconeogènesi en peixos, tot i que no s’ha establert una correlació d’aquest resultats in vivo, i 

els nivells de serina en plasma són baixos (Suarez i Mommsen, 1987). Segons l’espècie, la 

importància de la gluconeogènesi a partir d’aminoàcids depèn de la disponibilitat de lactat. La 

recuperació de períodes d’anòxia o d’exercici requereix la síntesi de glucogen a partir de lactat 

(Hochachka i Somero, 1984). Les taxes de gluconeogènesi a partir d’aminoàcids en hepatòcits 

de truita són menors que les taxes a partir de lactat com a font de carboni (French et al, 1981); 

d’altra banda, en hepatòcits de bonítol ratllat (Katsuwonus pelamis), la gluconeogènesi a partir 

d’alanina supera la del lactat (Buck et al, 1992).   
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1.3  Alanina aminotransferasa 

El pas inicial en la degradació de la majoria d’aminoàcids, un cop arribats al fetge, consisteix en 

l’eliminació dels grups α-amino, catalitzada per transaminases. En la transaminació, es 

transfereix el grup amino de l’aminoàcid a l’α-cetoglutarat, deixant el corresponent α-cetoàcid 

anàleg de l’aminoàcid i glutamat. L’efecte de les reaccions de transaminació és transferir els 

grup amino de diversos aminoàcids a α-cetoglutarat per formar L-glutamat, i utilitzar-lo 

posteriorment com a donant de grups amino per a altres rutes biosintètiques o d’excreció. La 

majoria de transaminases són enzims específics per a l’α-cetoglutarat com a acceptor de grups 

amino, però difereixen en la seva especificitat per l’aminoàcid. Els diferents enzims 

s’anomenen en funció del donant del grup amino.  

Les reaccions catalitzades per les transaminases són reversibles, i presenten un mateix grup 

prostètic, el piridoxal-5-fosfat (PLP), i un mecanisme de reacció similar, del tipus Ping-Pong Bi-

Bi.  

El PLP funciona com un transportador intermediari de grups amino en el centre actiu de 

l’enzim. Experimenta transformacions reversibles entre la forma piridoxal fosfat, que pot 

acceptar un grup amino, i la forma piridoxamina fosfat, que pot cedir el seu grup amino a un α-

cetoàcid. El piridoxal fosfat està generalment unit de manera covalent al lloc actiu de l’enzim a 

través d’una base de Schiff, entre el seu propi grup carbonil i el ε-amino d’un residu de lisina 

de l’enzim. El PLP és la forma activa de la piridoxina o vitamina B6, i és freqüentment descrit 

com el coenzim més versàtil de la natura. Nombrosos enzims que catalitzen reaccions de 

síntesi, catabolisme i interconversió d’aminoàcids requereixen el PLP com a coenzim (Snell, 

1990; Leklem, 1991). 

Les reaccions amb un mecanisme d’acció de tipus Ping-Pong Bi-Bi consisteixen en la unió d’un 

dels substrats al centre actiu de l’enzim, seguit de la unió del segon substrat una vegada el 

primer producte ha sortit del centre actiu (figura 4). El primer substrat reacciona, i a 

continuació el producte ha d’abandonar el centre actiu abans que s’hi pugui unir el segon 

substrat. D’aquesta manera, l’aminoàcid entrant s’uneix al lloc actiu, cedeix el seu grup amino 

al PLP i surt en forma d’α-cetoàcid. A continuació s’uneix l’ α-cetoàcid entrant, accepta el grup 

amino de la piridoxamina fosfat, i surt en forma d’aminoàcid. (Lehninger et al, 2000).  
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Figura 4. Reacció esquemàtica del mecanisme de transaminació. Implicació del coenzim PLP. A 
l’inici de la reacció, el PLP es troba unit com a base de Schiff al grup amino d’un residu de lisina 
del centre actiu de l’enzim. La unió entre el PLP i l’enzim es trenca i el PLP forma una base de 
Schiff amb el grup amino de l’aminoàcid lliure. El residu de lisina de l’enzim que es troba ara lliure, 
captura un hidrogen de l’aminoàcid en forma de protó, la qual cosa origina que l’electró que 
queda s’incorpori a l’anell del PLP. S’origina una base de Schiff entre el carboni i el nitrogen, que 
posteriorment s’hidrolitza per donar lloc a l’α-cetoàcid i el derivat amino de la base de Schiff.  

 

 

Figura 5. Reacció catalitzada per l’enzim ALT. L’ALT transfereix de manera reversible el grup 
amino de l’alanina a l’α-cetoglutarat per formar piruvat i glutamat.  

L’alanina aminotransferasa, també coneguda com a glutamat piruvat transaminasa (GPT, EC 

2.6.1.2), catalitza la reacció reversible de transferència del grup α-amino de l’alanina al grup 
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ceto de l’α-cetoglutarat per formar piruvat i glutamat (figura 5). Utilitza com a coenzim el PLP. 

(Welch, 1972). 

L’ALT esdevé un nexe d’unió entre el metabolisme de carbohidrats i d’aminoàcids, ja que 

intervé en la conversió d’aquests quatre metabòlits (figura 6). L’alanina és reconeguda com 

l’aminoàcid més efectiu com a precursor de la gluconeogènesi hepàtica (Yamamoto et al, 

1974; MacDonald et al, 1976; Rémésey et al, 1978). L’alanina és també l’aminoàcid que 

s’allibera principalment pel múscul esquelètic durant el dejú. Originada per transferència del 

grup α-amino del glutamat al piruvat, l’alanina formada passa al torrent sanguini i és recollida 

pel fetge. Un cop al fetge, s’utilitza per generar glucosa a partir del piruvat, en una reacció 

inversa catalitzada per l’ALT. Es constitueix d’aquesta manera l’anomenat cicle glucosa-alanina 

(Felig, 1973). Aquest cicle també és important durant l’exercici intens, quan el múscul 

esquelètic funciona de manera anaeròbica, produint no només amoni a partir de la degradació 

de proteïnes, sinó també grans quantitats de piruvat derivat de la glicòlisi. L’ALT també pot 

tenir un paper important en la síntesi del glutamat, un important neurotransmissor en el 

cervell (Peng et al, 1991). En peixos, l’alanina i l’aspartat són els principals precursors 

gluconeogènics i substrats energètics (Li et al, 2009). En diferents òrgans de peixos, l’alanina és 

un donant de nitrogen per al metabolisme d’aminoàcids (Mommsen et al, 1980).  

A banda del seu paper en el metabolisme d’aminoàcids i en l’equilibri energètic en situacions 

de dejú i exercici intens, l’ALT podria estar implicada en processos immunològics. L’expressió 

de l’ALT de la família dels Amphioxus (anomenada AmphiALT) s’indueix en presència de 

lipopolisacàrid (LPS), una molècula característica de la paret bacteriana de gram-negatius (Lun 

et al, 2006). Posteriorment, s’ha demostrat que la proteïna recombinant AmphiALT inhibeix el 

creixement d’Escherichia coli i en causa la seva lisi per interacció amb l’LPS (Jing i Zhang, 2011). 

De manera similar, es va observar un increment significatiu en l’activitat ALT en rates tractades 

amb LPS (Kim i Kim, 2002) i en ratolins infectats amb el patogen oportunista Aeromonas 

hydrophila (Brenden i Huizinga, 1986). 
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Figura 6. L’ALT representa un nexe d’unió molecular entre el metabolisme de carbohidrats, 
d’aminoàcids i l’energètic. En peixos carnívors, on la dieta natural és rica en proteïnes i pobra en 
carbohidrats, els aminoàcids constitueixen la major font d’energia. Les cèl·lules del fetge utilitzen 
els aminoàcids com a font d’energia, ja sigui directament per l’oxidació dels esquelets carbonats, 
o indirectament mitjançant la conversió de l’esquelet carbonat en glucosa. Els aminoàcids es 
poden utilitzar també en la síntesi de greixos (Jürss i Bastrop, 1995). 

 

1.3.1 Isoformes de l’ALT 

L’ALT és un enzim altament conservat durant l’evolució dels organismes procariotes i 

eucariotes (Brown i Voelker, 1980; Metón et al, 2004b; Miyashita et al, 2007; García-

Campusano et al, 2009). Els primers estudis bioquímics en mamífers varen indicar la presència 

d’isoformes ALT solubles en citoplasma i mitocondris. Mitjançant tècniques cromatogràfiques 

es va reportar la separació de dues activitats ALT (Katunuma et al, 1962; Takeda et al, 1964). 

Utilitzant la centrifugació diferencial d’homogenats de fetge de rata es va mostrar que la major 

part de l’activitat ALT es trobava al citosol, mentre que tan sols un 10 – 20 % de l’activitat total 

estava present a la fracció mitocondrial (Hopper i Segal, 1964; Swick et al, 1965).  

En vertebrats s’han reportat les seqüències de cDNA que codifiquen per a isoenzims ALT 

d’humans, ximpanzé comú (Pan troglodytes), bou (Bos taurus), rata (Rattus norvegicus), ratolí 

(Mus musculus), gos (Canis lupus familiaris), granota (Xenopus laevis), amfiox asiàtic 

(Branchiostoma belcheri), peix zebra (Danio rerio), salmó (Salmo salar), i orada (Sohocki et al, 

1997; Klein et al, 2002; Yang et al, 2002; Jadhao et al, 2004; Metón et al, 2004b; Rajamohan et 

al, 2006; Steinke et al, 2006; Anemaet et al, 2008; Zimin et al, 2009; Leong et al, 2010; Kim et al, 
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2011; Jing i Zhang, 2011). Dues isoformes ALT, ALT1 i ALT2, codificades per gens diferents, 

s’han clonat a partir d’humà, ratolí i rata (Sohocki et al, 1997; Yang et al, 2002; Jadhao et al, 

2004; Yang et al, 2009). El gen ALT1 humà fou clonat a partir de la seqüència citosòlica de l’ALT 

hepàtica (Ishiguro et al, 1991b) i es troba situat al cromosoma 8q24.3 (Sohocki et al, 1997). Es 

va clonar un altre isoenzim ALT humà, ALT2 (Yang et al, 2002), i es va situar al cromosoma 

16q12.1. El processament alternatiu d’ALT2 pot donar lloc a una proteïna de 523 aminoàcids 

(ALT2_1) o, degut a un codó alternatiu, una proteïna més curta de 423 aminoàcids (ALT2_2). 

Mitjançant detecció per Western blot es va demostrar posteriorment que ALT2 presenta una 

localització mitocondrial (Glinghammar et al, 2009).  

Els isoenzims ALT1 i ALT2 humans presenten diferent distribució tissular, suggerint un paper 

depenent de teixit pels isoenzims ALT. Estudis de Northern blot indiquen que l’ALT1 humana 

s’expressa majoritàriament en ronyó, i en nivells moderats en fetge, múscul i cor. L’ALT2 

humana es troba preferentment en múscul, greix, ronyó i cervell, i en menor mesura en fetge i 

glàndula mamària (Yang et al, 2002). Els anàlisis per Western blot indiquen que ALT1 

s’expressa majoritàriament en fetge, múscul esquelètic, ronyó i en menor quantitat en cor, 

mentre que ALT2 ho fa en cor i múscul esquelètic. Mitjançant estudis immunohistoquímics 

s’ha observat expressió d’ALT1 en hepatòcits i cèl·lules epitelials derivades dels túbuls renals i 

la glàndula salival, mentre que ALT2 es troba a l’escorça de la glàndula adrenal, cossos 

neuronals, miòcits cardíacs, fibres de múscul esquelètic i pàncrees endocrí. Addicionalment, 

assajos d’immunoprecipitació demostren que ALT1 és la isoforma predominant en fetge humà, 

i la que contribueix de manera més important als nivells basals circulants d’activitat ALT en 

humans (Lindblom et al, 2007).  

Les isoformes de ratolí corresponents a les isoformes ALT humanes ALT1 i ALT2 van ésser 

clonades posteriorment (Jadhao et al, 2004). Els gens alt1 i alt2 murins es van localitzar als 

cromosomes 15 i 8 respectivament. El missatger murí ALT1 s’expressa principalment en fetge, i 

en menor proporció en teixit adipós blanc, intestí i còlon. D’altra banda, l’mRNA d’ALT2 

s’expressa en quantitats elevades en múscul, fetge i teixit adipós blanc, i en nivells moderats 

en cervell i ronyó. L’expressió d’ALT1 i ALT2 de ratolí en E. coli confirmaren que els cDNAs 

murins d’ALT1 i ALT2 codifiquen enzims funcionals.  

Les isoformes de rata corresponents a les isoformes ALT humanes ALT1 i ALT2 es van clonar 

uns anys més tard (Yang et al, 2009). Estudis de qRT-PCR mostraren que ALT1 es troba 

àmpliament distribuïda en els teixits analitzats, presentant una major expressió en intestí prim 

i fetge, en menor mesura en teixit adipós marró, teixit adipós blanc, cor, múscul i còlon, i en 

baixa quantitat en ronyó i cervell. L’expressió d’ALT2 és més restringida i presenta major 
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expressió en múscul i fetge, seguidament en teixit adipós blanc i cervell, i en menor quantitat 

en cor, ronyó i còlon. Els experiments de Western blot corroboraren el patró de distribució dels 

estudis previs d’expressió. La proteïna ALT1 és present de forma majoritària en intestí, múscul, 

fetge i teixit adipós blanc i marró, mentre que ALT2 es troba fonamentalment en fetge, múscul, 

i en menor proporció en cervell i teixit adipós. En fetge de rates mascle hi ha 4 vegades més 

proteïna ALT2 que en femelles, éssent l’activitat ALT un 30 % més elevada. En fetge de rates 

sotmeses a dejú es va indicar l’existència de dues isoformes citosòliques d’ALT, de masses 

moleculars corresponents a 17.7 i 112.2 KDa (Vedavathi et al, 2004).  

El cDNA d’ALT1 de gos va ésser expressat en E. coli amb una cua d’histidines a l’extrem N-

terminal (Rajamohan et al, 2006). L’activitat de l’enzim recombinant ALT1 purificat fou de 

229.81 U/mg de proteïna, unes 38 vegades superior a l’activitat total soluble en els lisats d’E. 

coli control, fet que confirma que el cDNA clonat codifica una proteïna funcional. La 

determinació per RT-PCR dels nivells de missatger d’ALT1 en teixits canins revelaren que 

s’expressa de forma predominant en cor, fetge, greix, cervell, intestí i ronyó. Una anàlisi 

d’immunoblot amb anticossos específics va mostrar que ALT1 és present al fetge, i que tant 

ALT1 com ALT2 es detecten al múscul (Miyazaki et al, 2009).  

El nostre grup va reportar el clonatge i la localització subcel·lular de dos isoenzims ALT a partir 

de fetge d’orada, anomenats cALT i mALT, corresponents a les isoformes citosòlica i 

mitocondrial, respectivament (Metón et al, 2004b). La isoforma mALT presenta una regió N-

terminal que conté un pèptid senyal de direcció a mitocondri, i va ésser la primera seqüència 

reportada per a una ALT mitocondrial en animals. Posteriorment es va clonar una tercera 

isoforma, cALT2, de localització citosòlica, generada per processament alternatiu del gen cALT 

(Anemaet et al, 2008). Les isoformes citosòliques cALT1 i cALT2 es diferencien per la presència 

en cALT2 d’un exó extra de 85 pb, que inclou un nou inici de traducció que dóna lloc a 23 

aminoàcids addicionals a l’extrem N-terminal de l’enzim. Aquest pèptid N-terminal presenta 

una regió rica en asparagines, que podria estar involucrada en processos d’interacció proteïna-

proteïna. En relació a la distribució tissular, estudis d’RT-PCR semiquantitatiu en teixis d’orades 

alimentades indiquen que cALT1 s’expressa majoritàriament en fetge, cervell, múscul 

esquelètic, intestí i ronyó. D’altra banda, cALT2 es troba en nivells moderats en intestí, ronyó, 

fetge, i en menor quantitat en cervell i múscul esquelètic. La major expressió de cALT2, però, 

es troba en teixits on cALT1 és pràcticament indetectable, com el cor, brànquies i melsa 

(Anemaet et al, 2008). Estudis de qRT-PCR indiquen que la isoforma mitocondrial s’expressa 

majoritàriament en ronyó, en menor mesura en fetge i intestí, i de manera minoritària en 

brànquies, cor, cervell, múscul esquelètic,teixit adipós i melsa (Salgado et al, 2012). 
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1.3.2  Característiques cinètiques de l’ALT 

L’activitat ALT es pot mesurar en la direcció de formació de glutamat a partir d’alanina i α-

cetoglutarat (reacció directa) o bé en la direcció de formació d’alanina des de glutamat i 

piruvat (reacció inversa).  

Estudis cinètics d’ALT de fetge de rata indiquen valors de Km estimats per a l’alanina i l’α-

cetoglutarat de 34 mM i 1.1 mM, respectivament. Considerant la reacció inversa, la Km per al 

glutamat i el piruvat fou de 15 mM i 0.9 mM, respectivament (Hopper i Segal, 1964). Per a 

l’ALT purificada a partir de cor de porc, els valors de Km per a l’alanina i l’α-cetoglutarat van 

ésser de 28 mM i 0.4 mM, respectivament (Saier i Jenkins, 1967a,b). 

L’enzim mitocondrial obtingut a partir de fetge de porc va presentar un valor de Km per a 

l’alanina d’1.9 mM (DeRosa et al, 1979), més d’un ordre de magnitud inferior al reportat per a 

l’enzim citosòlic, corresponent a 34 mM (DeRosa i Swick, 1975). La Km per a l’α-cetoglutarat, 

d’altra banda, va ésser similar per a ambdós enzims. La inhibició per L-glutamat i piruvat fou 

descrita per a l’ALT mitocondrial aïllada de ronyó i fetge de porc (DeRosa et al, 1979), encara 

que no pas per l’ALT citosòlica. 

Estudis posteriors van reportar les característiques cinètiques de les isoformes ALT1, ALT2 i 

ALT2_2 recombinants humanes expressades en E. coli. Mentre que la isoforma ALT2_2 no va 

mostrar activitat enzimàtica, les isoformes ALT1 i ALT2 recombinants presentaren una activitat 

semblant, d’aproximadament 81,000 U/L per mg de proteïna total. Considerant la reacció 

directa, ALT1 va mostrar una Km de més del doble per a l’alanina que ALT2 (70 mM, respecte 

15 mM), mentre que per a l’α-cetoglutarat, ALT-1 va mostrar una Km unes tres vegades inferior 

a l’observada per ALT2 (0.4 mM respecte 1.2 mM). Per a la reacció inversa, ALT1 presenta una 

Km major per al piruvat (1 mM) i una Km menor per al glutamat (6.7 mM), comparat amb ALT2, 

que va exhibir una Km de 0.3 mM per al piruvat i de 30 mM per al glutamat (Glinghammar et al, 

2009). 

En dues espècies de peixos d’aigua dolça, Clarias batrachus i Labeo rohita, s’han estimat les 

constants de Michaelis per a l’ALT citoplasmàtica purificada a partir de fetge. Les Km per a 

l’alanina foren de 18.5 mM i 23.55 mM, i de 0.29 mM i 0.33 mM per l’α-cetoglutarat, 

respectivament (Srivastava et al, 2004). 

L’expressió de les isoformes citosòliques cALT1 i cALT2 d’orada en Saccharomyces cerevisiae va 

permetre la seva caracterització cinètica (Anemaet et al, 2008). Els valors de Km per a l’alanina i 

l’α-cetoglutarat són similars per a ambdues isoformes, essent de 1.82 mM i 2.21 mM per a 

l’alanina i de 0.048 mM i 0.051 mM per a l’α-cetoglutarat, respectivament. No obstant, la Vmax 
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de la reacció directa de cALT2 és 250 vegades superior a la trobada per a cALT1. Les diferències 

més significatives en quant a Km es van trobar front als substrats que intervenen en la reacció 

inversa. cALT2 presenta major afinitat pel glutamat i el piruvat que cALT1; essent els valors de 

Km estimats per al glutamat i el piruvat de 4.53 mM i 0.154 mM per a la cALT2 i de 15.91 mM i 

0.690 mM per a la cALT1. A la reacció inversa, cALT2, a diferència de cALT1, presenta inhibició 

a alta concentració de substrat, essent les Ki per al glutamat 34.9 mM i 36.5 mM per al piruvat. 

L’anàlisi de la relació d’activitat directa/inversa duta a terme amb extractes de llevats que 

sobreexpressen cadascuna de les isoformes mostraren que cALT2 catalitza preferentment la 

conversió d’alanina a piruvat. Addicionalment, estudis de mutagènesi dirigida demostraren 

que els residus 3 a 13 de cALT2 són essencials per dictar a l’enzim la preferència del sentit de la 

reacció que catalitza, de tal forma que en eliminar aquesta regió, cALT2 es comporta com a 

cALT1. Per altra banda, la deleció dels aminoàcids 14 a 23 de cALT2, regió on es troba un 

domini poliasparagina, no fa canviar el comportament de l’enzim respecte a la preferència en 

el sentit de la reacció a catalitzar. Posteriorment, es va expressar en S. cerevisiae la isoforma 

mitocondrial mALT (Salgado et al, 2012). Els valors de Km per a l’alanina i l’α-cetoglutarat van 

ésser de 2.22 mM i 0.21 mM respectivament, valors molt similars als obtinguts per a cALT1 i 

cALT2 en la reacció directa. Quant a la reacció inversa, els valors de Km estimats per als 

substrats glutamat i piruvat van ésser de 11.30 mM i 0.32 mM, respectivament. Aquests valors 

són més propers als obtinguts per a la isoforma cALT1, on s’observa també una baixa afinitat 

per al glutamat. Això, i el fet que la relació Vmax/Km sigui major per a l’alanina que per al 

glutamat, suggereix que mALT catalitza preferentment la reacció directa enfront la inversa. 

La majoria d’estudis cinètics de l’ALT es van dur a terme amb l’enzim purificat d’extractes 

citosòlics i mitocondrials aïllats de diversos teixits. Els resultats obtinguts no són aparentment 

concordants en quant al sentit de la reacció que catalitza cadascuna de les isoformes. Aquest 

fet podria ésser degut en part a la presència en el citosol d’isoformes homòlogues a cALT1 i 

cALT2 d’orada. De fet, diversos estudis han suggerit la presència de diverses isoformes ALT en 

mamífers. Estudis posteriors en rata van permetre purificar i caracteritzar dues isoformes ALT 

citosòliques en fetge de rates sotmeses a dejú (Vedavathi et al, 2004). Ambdós enzims 

mostraren especificitat de substrat per a l’L-alanina amb valors de Km de 0.51 mM i 1.14 mM, i 

de 0.12 i 0.17 mM per l’α-cetoglutarat, respectivament. Experiments d’isoelectroenfocament 

duts a terme amb l’ALT citosòlica purificada de fetge de rata i humà resulten en la separació de 

3 i 4 bandes. Així mateix, s’ha reportat la presència d’una isoforma d’ALT2 produïda per 

ensamblament alternatiu del gen ALT2 humà (Lindblom et al, 2007). El desconeixement de la 

concentració dels quatre metabòlits que participen de la reacció catalitzada per ALT en 
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cadascun dels compartiments cel·lulars en les diferents situacions nutricionals, la manca 

d’estudis de metabolòmica i la possible presència d’isoformes fins ara no caracteritzades, 

dificulten encara la interpretació dels resultats. 

1.3.3  Estructura i inhibidors 

La primera informació que es va tenir a nivell d’estructura d’ALT va ésser el lloc d’unió del PLP 

al centre actiu de l’enzim, que es va aconseguir per homologia amb la zona d’unió del PLP 

determinada per a l’enzim AST mitjançant cristal·lografia per raigs X. La majoria dels 

aminoàcids importants que s’uneixen per enllaços d’hidrogen al PLP identificats en l’AST estan 

conservats en l’estructura de l’ALT. El lloc d’unió a PLP en l’ALT de fetge de rata correspon a la 

Lys313. En l’ALT de fetge de rata la seqüència de residus compresa entre Gln303 i Arg322 

coincideix amb la seqüència de 20 residus al voltant del lloc d’unió a PLP en l’ALT de cor de rata 

(Tanase et al, 1979) amb l’excepció d’un únic residu, on la Tyr315 està substituïda per una Phe. 

Això suggereix que la seqüència al voltant del lloc d’unió a PLP és altament conservada en l’ALT. 

Malgrat la baixa homologia amb l’AST, la majoria dels aminoàcids crucials per establir ponts 

d’hidrogen amb el PLP en ambdues formes citosòlica i mitocondrial de l’AST, també es 

conserven en l’ALT citosòlica de rata. La topologia de l’estructura secundària que envolta el 

lloc d’unió a PLP en l’AST, amb una estructura amb 7 fulles plegades β i vuit hèlixs intercalades, 

revelades per cristal·lografia de raigs X (Jansonius et al, 1984), probablement deuen estar 

conservades en l’ALT de fetge de rata. 

L’enzim actiu, amb un pes molecular de 114000 Da, és un homodímer composat per dues 

subunitats idèntiques d’uns 55000 Da (Ishiguro et al, 1991a). La determinació de la seqüència i 

composició d’aminoàcids de l’enzim ALT citosòlic purificat de fetge de rata va indicar que cada 

subunitat consta de 495 aminoàcids i que està acetilada a l’extrem N-terminal.  

Estudis recents duts a terme mitjançant la cristal·lització de la proteïna ALT d’ordi (Hordeum 

vulgare) corroboren que l’ALT es troba en forma de dímer d’aproximadament 106 KDa, 

comprès de dues subunitats de 53 KDa i uns 480 aminoàcids. L’estructura consta d’un braç N-

terminal (residus 3 a 223), un domini petit αβ (residus 24 a 64 i 356 a 481), dominat per hèlixs, 

i un domini gran αβα (residus 65 a 355). El centre actiu, que forma un adducte amb PLP a la 

zona descrita anteriorment per a les altres isoformes, es troba entre aquests dos dominis. La 

superposició entre aquesta estructura i l’estructura determinada per a l’ALT2 humana mostra 

que les diferències estructurals entre ambdues estructures es troben a l’extrem N-terminal 

(Duff et al, 2012). 
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S’ha descrit que l’ALT pot ésser modificada posttraduccionalment per glicació amb glucosa o 

altres monosacàrids. Es va mostrar que l’ALT citosòlica de cor de porc era inhibida per sucres, 

essent l’ordre d’inhibició D-glucosa < D-fructosa < D-ribosa < D,L-gliceraldehid (Beranek et al 

2001). De la mateixa manera, prèviament es va descriure un efecte inhibidor de l’activitat AST 

per glicació (Okada et al, 1994, 1997). 

Per altra banda, estudis d’inhibició, de modificació d’aminoàcids i espectroscòpics amb l’ALT 

de rata mostraren que el PLP i els grups –SH lliures estan directament involucrats en la catàlisi 

enzimàtica. Antagonistes del PLP, com la hidroxilamina i l’aminooxiacetat (AOA), i compostos 

reactius amb grups sulfhidril, com el p-hidroxibenzoat i el clorur de mercuri, inhibiren 

completament l’activitat dels enzims. El glutarat i el maleat inhibiren del 65 al 80 % l’activitat, 

mentre que l’L-ascorbat, o-fenantrolina i EDTA mostraren una menor o absència d’inhibició 

(Vedavathi et al, 2004).  

Estudis realitzats en el nostre grup indiquen que l’activitat ALT de fraccions citosòliques i 

mitocondrials obtingudes de fetge d’orada queda fortament inhibida per concentracions 

superiors a 10-2 mM d’AOA. L’anàlisi in vivo de l’activitat ALT en els extractes citosòlics hepàtics 

d’orades tractades amb AOA mostra un decrement en l’activitat ALT hepàtica després de 6 

hores, però no s’observa inhibició en els extractes mitocondrials. Malgrat l’AOA inhibeix 

l’mALT in vitro, aquest fet suggereix que l’AOA no és capaç d’entrar a les mitocòndries i inhibir 

mALT. Estudis a llarg termini incorporant AOA a la dieta van comportar la inhibició de manera 

significativa de l’ALT hepàtica en orades, sense afectar en els nivells de proteïna (González et al, 

2012). Aquest punt és consistent amb el fet que l’AOA actua a través de la formació d’un 

adducte amb el cofactor PLP (Yang et al, 2008). 

Diversos estudis han reportat que l’ALT mitocondrial és més inestable que no pas la citosòlica. 

La inestabilitat de la isoforma mitocondrial de fetge de rata va dificultar els esforços per 

purificar-la (Swick et al, 1965). L’ús de trehalosa durant l’extracció va millorar l’estabilitat de 

l’mALT, mentre que els inhibidors de proteases no van tenir cap efecte (Mukorah et al, 1998). 

Estudis recents també posen de manifest aquesta característica, mostrant que l’ALT2 humana 

recombinant és més sensible a la temperatura que ALT1, tot i que mostra una major estabilitat 

en presència de glicerol (Liu et a, 2009). De fet, la major estabilitat d’ALT2 en glicerol ja s’havia 

reportat anteriorment (Swick et al, 1965). La presència d’alanina, 100 mM, va ajudar a millorar 

l’estabilitat d’ALT2. L’ALT2 és més estable en plasma que no pas en sèrum (Glinghammar et al, 

2009). 
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1.3.4  Regulació nutricional de l’expressió d’ALT 

L’activitat ALT de fetge de rata és molt sensible a diferents tractaments nutricionals i 

hormonals. Estudis en animals diabètics o sotmesos a dejú, i després de l’administració de 

cortisol o la ingesta de dietes amb un alt contingut de proteïna, van evidenciar que l’activitat 

ALT es veu incrementada en situacions gluconeogèniques (Rosen et al, 1959, 1963). A més, els 

agonistes β-adrenèrgics, com ara l’epinefrina, la norepinefrina i el glucagó, indueixen l’activitat 

ALT en fetge de rata (Begum i Datta, 1991, 1992). En fetge de mamífers, el dejú prolongat 

produeix un increment de l’activitat citosòlica ALT, però no així en la mitocondrial (Swick et al, 

1965). 

L’anàlisi de l’expressió d’ALT1 i ALT2 en fetge de ratolins obesos va indicar que l’expressió 

d’ALT2 incrementava unes dues vegades, mentre que els nivells d’ALT1 no canviaven (Jadhao 

et al, 2004), assenyalant l’ALT2 com a responsable de l’increment de l’activitat ALT en sèrum 

de ratolins que presenten esteatosi. Posteriorment, es va mostrar que ratolins amb esteatosi 

hepàtica induïda mitjançant alimentació amb una dieta deficient en metionina i colina 

presentaven un increment en l’activitat ALT sèrica (Liu et al, 2009). L’increment de l’activitat 

ALT en sèrum era degut a l’increment en sèrum d’ALT1 (1.7 vegades) i ALT2 (1.9 vegades). En 

fetge, tant l’mRNA com les proteïnes ALT1 i ALT2 incrementaren unes 2 i 5 vegades 

respectivament. L’increment de l’expressió hepàtica observada per a ALT1 i ALT2 es dóna de 

manera simultània i es correlaciona amb els increments de l’activitat ALT en sèrum, i no estaria 

relacionada amb la presència de dany o mort cel·lular. 

ALT i AST són quantitativament les aminotransferases més importants en fetge de peixos 

teleostis (Cowey i Walton, 1989). En fetge d’orada es va trobar que l’activitat ALT disminuïa 

després d’un període de dejú perllongat, mentre que l’activitat AST mostrava una lleugera 

tendència a augmentar (Metón et al, 1999b). L’efecte del dejú prolongat en les activitats ALT i 

AST en altres espècies de peixos no mostra un patró clar. Alimentar els peixos amb una dieta 

amb alt contingut proteic incrementa les activitat AST i ALT en fetge d’orada (Metón el al, 

1999b; Fernández et al, 2007). Estudis posteriors utilitzant dietes amb proporcions variables de 

proteïna corroboren que les majors expressions de cALT1 i cALT2 es donen en els grups 

d’animals alimentats amb dietes d’alt contingut de proteïna i baix contingut en carbohidrats, 

confirmant l’ALT com a bon biomarcador de l’ús de la proteïna de la dieta en orada (González 

et al, 2015). En salmó atlàntic (Salmo salar), l’AST no depèn del tipus de font d’energia 

subministrada al peix, mentre que les dietes amb alt contingut en proteïna promouen 

l’increment de l’activitat ALT hepàtica (Fynn-Aikins et al, 1995). També s’observà un increment 

en l’activitat ALT en truita irisada alimentada amb dietes proteiques (Lupiáñez et al, 1989). En 
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aquesta espècie, l’activitat ALT s’adapta moderadament a canvis en la dieta mentre que l’AST 

no varia (Sánchez-Muros et al, 1998). Les activitats ALT i AST incrementaren quan es va 

augmentar el contingut de proteïnes de la dieta en Mugil capito (Alexis i Papaparaskeva-

Papoutsoglou, 1986). En alimentar peixos no carnívors, bagres juvenils (Rhamdia quelen), amb 

dietes hiperproteiques, l’activitat hepàtica ALT va incrementar en un 30 % i es van duplicar els 

nivells d’AST comparat amb els peixos alimentats amb dietes amb baix contingut en proteïnes 

(Bibiano Melo et al, 2006). Un estudi comparatiu entre l’esturió adriàtic (Acipense naccarii) i la 

truita de riu mostra que l’activitat ALT en fetge de peixos sotmesos a un dejú perllongat 

incrementa en la truita més que en l’esturió, i ho fa majoritàriament durant els primers dies de 

dejú (Pérez-Jiménez et al, 2012). Estudis d’expressió de les isoformes citosòlica i mitocondrial 

en llobarro van mostrar que en dejú incrementen els nivells d’mRNA i d’activitat ALT citosòlica, 

mentre que els nivells mitocondrials no es veuen afectats (Viegas et al, 2014). D’altra banda, 

en dentó (Dentex dentex), la inhibició de l’activitat ALT en fetge de peixos en dejú sembla ésser 

deguda a una estratègia protectora per prevenir l’excessiva oxidació de proteïna corporal 

(Furné et al, 2012).  

El període de reproducció va modificar la tendència anual de canvis en l’activitat ALT i altres 

enzims clau involucrats en la glicòlisi i la gluconeogènesi en fetge d’orada (Gómez-Milán et al, 

2007).  

El nostre grup va analitzar la regulació nutricional i hormonal dels isoenzims citosòlics cALT1 i 

cALT2 en fetge d’orada mitjançant RT-PCR semiquantitatiu (Anemaet et al, 2008). El dejú 

promou una disminució significativa dels nivells d’mRNA de cALT1, mentre que l’expressió de 

cALT2 incrementa 2.5 vegades. La realimentació va permetre a curt termini la recuperació dels 

nivells de cALT2. Addicionalment, es va analitzar l’expressió dels nivells d’mRNA de cALT1 i 

cALT2 després de la ingesta en peixos alimentats cada 24 hores. L’expressió de cALT1 és 

màxima entre les 2-8 h després de la ingesta, mentre que els nivells d’expressió de cALT2, 

entre les 4-8 h, eren un 75 % més baixos que els observats en els peixos abans de la ingesta. En 

relació a l’estudi de l’efecte de la glucosa i la insulina en l’expressió de cALT1 i cALT2 en fetge 

d’orada, s’ha observat que, 6 hores després de l’administració de glucosa o d’insulina, els 

nivells de cALT2 van disminuir entre 2 i 3 vegades, mentre que els nivells de cALT1 no van 

variar en cap cas. D’altra banda, es va estudiar l’efecte del tractament amb estreptozotocina, 

un compost que origina necrosi de cèl·lules β-pancreàtiques i que és àmpliament utilitzat per 

generar animals diabètics (Wilson i Leiter, 1990). Després de 22 h, les orades tractades 

presentaven uns nivells hepàtics d’mRNA de cALT2 3 vegades superiors respecte els peixos 

control, mentre que l’expressió de cALT1 mostrava una tendència a disminuir. A partir 
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d’aquests resultats, es va concloure que l’expressió hepàtica de cALT2 incrementa en 

situacions gluconeogèniques, mentre que la de cALT1 és predominant durant el període 

postprandial per a la utilització dels nutrients de la dieta (Anemaet et al, 2008). 

Estudis recents de silenciament de l’expressió de les isoformes cALT1 i cALT2 d’orada in vivo 

indiquen que, en el fetge dels animals on les isoformes citosòliques d’ALT es troben silenciades, 

s’estimula el flux glicolític. També s’observa una tendència a incrementar la fase oxidativa de la 

via de les pentoses fosfat, com a resultat de la mobilització de carbohidrats provocada per la 

baixa activitat d’ALT (González et al, 2015). 

Pel que fa a la regulació de la isoforma mitocondrial d’ALT d’orada, anàlisis de qRT-PCR 

mostraren una reducció de l’expressió de l’mRNA d’mALT en ronyó d’orades sotmeses a dejú. 

Després de tractar les orades amb estreptozotocina, els nivells d’mRNA de la isoforma mALT 

van ésser significativament menors, mentre que el tractament amb insulina no va tenir efectes 

sobre mALT. Aquest fet suggereix que l’expressió d’mALT en ronyó podria estar implicada en 

l’oxidació d’aminoàcids amb finalitat energètica (Salgado et al, 2012). 

1.3.5  Regulació transcripcional de l’expressió gènica 

Els estudis sobre el control de l’expressió d’ALT a nivell transcripcional són escassos. En 

ratolins, la deficiència del factor de transcripció KLF15 redueix els nivells d’mRNA d’ALT1, 

mentre que els nivells d’ALT2 no es veuen afectats (Gray et al, 2007). De la mateixa manera, el 

tractament amb un shRNA contra KLF15 va produir en ratolins una disminució significativa en 

els nivells d’mRNA d’ALT1 hepàtic (Takashima et al, 2010). Malgrat tot, no s’ha pogut 

demostrar si l’acció de KLF15 és resultat d’un efecte directe sobre el promotor d’ALT1. 

El tractament d’hepatòcits primaris humans amb àcid fenofíbric, un agonista de PPARα, va 

incrementar l’expressió d’ALT1. Experiments de transfecció de cèl·lules Huh-7 amb els 

promotors humans ALT1 i ALT2, i assajos posteriors d’EMSA i ChIP van confirmar la unió al 

promotor ALT1 de PPARα i PPARγ , exercint un efecte activador de la transcripció, mentre que 

el promotor ALT2 no es va veure afectat (Thulin et al, 2008). Recentment, el nostre grup ha 

clonat i caracteritzat el promotor d’ALT2 humà. Els estudis demostren que ATF4 és capaç de 

transactivar el promotor d’ALT2 però no el d’ALT1. Experiments amb línies cel·lulars 

hepàtiques HepG2 i Huh-7 sotmeses a restricció d’aminoàcids i estrès a nivell de reticle 

endoplasmàtic suggereixen un rol específic d’ALT2 en la resposta inicial a l’estrès metabòlic 

mediada per ATF4 (Salgado et al, 2014). 

El nostre grup va clonar i caracteritzar el promotor del gen cALT en orada, i va mostrar que 

tant p300 com c-Myb el transactiven. Els nivells d’mRNA de p300 i c-Myb incrementen en 
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peixos en dejú, fet que contribueix a l’activació de la transcripció de cALT2. Els peixos tractats 

amb insulina mostren una disminució de l’expressió de p300 i c-Myb, mentre que el 

tractament amb estreptozotocina comporta un augment dels nivells de p300 i una disminució 

dels nivells de c-Myb (Anemaet et al, 2010). Posteriorment es va clonar el promotor d’mALT i 

es va mostrar que HNF4α era capaç de transactivar-lo. Assajos de qRT-PCR van evidenciar que 

HNF4α era clau per al control transcripcional d’mALT en ronyó d’orades sotmeses a dejú i 

tractament amb estreptozotocina (Salgado et al, 2012). 

1.3.6  Implicacions clíniques 

L’anàlisi de l’activitat ALT en sèrum és un assaig bioquímic fàcilment disponible i econòmic, 

utilitzat rutinàriament en clínica (Kim et al, 2008). Nivells elevats d’ALT s’associen a situacions 

clíniques d’hepatitis virals i tòxiques, però també a la distròfia muscular i altres malalties 

musculars (Schwartz, 1971; Giannini et al, 2005). Nivells lleus o moderadament incrementats 

d’ALT s’observen en trastorns metabòlics, com ara l’obesitat, hiperlipidèmia o diabetis mellitus 

(Clark et al, 2003). Aquest fet ha dut a concloure que la mesura d’ALT no només es pot utilitzar 

per detectar la incidència, desenvolupament i pronòstic de malalties hepàtiques amb 

símptomes clínics evidents, sinó també proveir d’una referència de l’estat de salut general 

durant una revisió mèdica (Pratt i Kaplan, 2000; Kim et al, 2008; Ruhl i Everhart, 2012; Liu et al, 

2014).  

1.3.6.1  Increment de l’activitat ALT en sèrum: causes hepàtiques  

Hepatitis virals. L’activitat ALT és un indicador de dany hepàtic en pacients amb hepatitis 

viral aguda o crònica (Rehermann i Nascimbeni, 2005), i és la primera causa d’ALT elevada 

en poblacions d’arreu del món (Pratt i Kaplan, 2000; Pendino et al, 2005; Chen et al, 2007). 

Respecte la infecció pel virus de l’hepatitis B, l’increment d’ALT s’observa en el procés de 

resposta immunològica citolítica i durant l’eliminació del virus (Liaw i Chu, 2009), tot i que 

hi ha estudis on pacients infectats amb el virus amb fibrosi i inflamació mostraven nivells 

d’ALT normals (Lai et al, 2007).  

Consum d’alcohol. El consum excessiu d’alcohol és una altra de les causes que incrementa 

l’activitat ALT en la població. Tot i que el consum d’alcohol a curt termini i a dosis baixes no 

eleva els nivells d’ALT, hi ha diferències ètniques en les conseqüències de l’abús de 

consum (Wickramasinghe et al, 1995; Gunji et al, 2010). 
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Medicació. El tractament amb acetaminofen, amb o sense associació a hidromorfona, 

morfina o oxicodona, causa nivells elevats d’ALT (Pratt i Kaplan, 2000). Les estatines 

provoquen un suau augment dels nivells d’ALT, tot i que l’augment s’atribueix a la reducció 

del colesterol en els hepatòcits més que no pas disfunció o dany hepàtic (Cohen et al, 

2006; Ford et al, 2011). 

Consum de cafè. El consum de cafè podria ésser un factor protector enfront l’augment de 

l’activitat ALT, a causa de l’efecte antioxidant de la cafeïna (Lee et al, 2000; Ruhl i Everhart, 

2005). 

Fetge gras no alcohòlic. És en realitat un espectre de manifestacions clíniques i 

patològiques que van des del fetge gras a l’esteatosi hepàtica (Marchesini et al, 2003). 

Considerada com una manifestació del síndrome metabòlic al fetge, és una de les causes 

de l’ALT moderadament elevada (Giannini et al, 2005; Liangpunsakul i Chalasani, 2005).  

Hepatitis autoimmune. Els nivells d’ALT són un indicador dels efectes del tractament 

immunosupressor, del diagnòstic i pronòstic de supervivència, i es consideren un marcador 

no invasiu crucial de la inflamació en pacients amb hepatitis autoimmune (Miyake et al, 

2005, 2006; Fabbri i Lenzi, 2013). 

1.3.6.2  Increment de l’activitat ALT en sèrum: causes no hepàtiques 

Síndrome metabòlic. Els nivells elevats d’ALT sense causa aparent s’han atribuït al 

síndrome metabòlic (Clark et al, 2003; Liangpunsakul i Chalasani, 2005). El síndrome 

metabòlic presènta una sèrie de desordres, com ara la intolerància a la glucosa, obesitat, 

dislipidèmia i hipertensió. L’augment d’ALT causat per síndrome metabòlic és suau i 

negligible, tot i que augmenta de manera progressiva i acumulativa seguint una tendència 

lineal (Saito et al, 2009; Yun et al, 2010). Respecte les lipoproteïnes, els nivells d’ALT 

mostren una associació significativa amb les lipoproteïnes de densitat mitjana i amb 

l’apolipoproteïna B (Lorenzo et al, 2013). Aquesta associació sembla ésser independent 

dels efectes de la resistència a insulina i de la malaltia del fetge gras en els pacients on 

l’ALT es mostra elevada (Gunji et al, 2010; Yun et al, 2010). L’índex de massa corporal i la 

circumferència de cintura, que representen els components centrals de l’obesitat en el 

síndrome metabòlic, estan estretament vinculats a l’increment d’ALT (Ioannou et al, 2006; 

Liu et al, 2012), tot i que el mecanisme subjacent encara és desconegut. Una possible 

explicació és que l’obesitat, i més concretament el greix abdominal, està potencialment 

involucrat en les deposicions de teixit adipós visceral on es produeixen àcids grassos 
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hepatotòxics (Falck-Ytter et al, 2001; Ruhl i Everhart, 2003). A més, l’associació entre 

l’obesitat i nivells elevats d’ALT està modulada per la resistència a insulina (Vozarova et al, 

2002; Park et al, 2012). 

Malaltia celíaca i dany muscular. Nivells elevats crònics d’ALT es donen en desordres 

d’origen no hepàtic com ara en malalts celíacs o amb necrosi muscular. El mecanisme 

intrínsec en celíacs encara es desconeix (Jacobsen et al, 1990; Bardella et al, 1995), mentre 

que l’augment d’ALT en pacients amb necrosi muscular pot ésser degut al dany muscular 

(Janssen et al, 1989; Nathwani et al, 2005). 

Hemocromatosi. És una causa poc comuna d’ALT elevada en la població, on la 

sobrecàrrega de ferro és la causa principal de dany hepàtic (Powell et al, 1998). 

Malalties cardiovasculars. Hi ha certa controvèrsia en l’associació entre nivells d’ALT 

elevats i malalties cardiovasculars. Mentre que hi ha estudis que n’avalen la relació 

(Schindhelm et al, 2007; Goessling et al, 2008), n’hi ha d’altres que no (Monami et al, 

2008; Emdin et al, 2009; Olynyk et al, 2009). La presència de participants amb infeccions 

hepàtiques virals i abús d’alcohol (Wang i Kao, 2010), a més de l’heterogenicitat en edat, 

gènere i ètnia (Adibi et al, 2007; Lioudaki et al, 2011; Schooling et al, 2012), podrien ésser 

la causa dels resultats aparentment contradictoris d’aquests estudis. En qualsevol cas, 

sembla que els nivells d’ALT no són el millor indicador per detectar la incidència d’aquestes 

malalties en la població. 
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1.4  El sistema immunitari innat en peixos 

La majoria dels coneixements sobre la composició, funció i modulació del sistema immunitari 

es basen en treballs realitzats en mamífers (Zhu et al, 2013). No obstant això, des del punt de 

vista evolutiu, els peixos, i en concret els teleostis, ocupen una posició clau en el coneixement 

de la resposta immunitària innata i adaptativa, ja que són la primera classe de vertebrats que 

posseeixen els elements d’ambdues respostes. Una gran varietat d’espècies de teleostis s’ha 

afegit al repertori d’animals model per comprendre les funcions bàsiques de diversos 

components de la resposta immunitària (Whyte, 2007).  

Recentment, i com a conseqüència de la introducció del peix zebra (Danio rerio) com a 

organisme model, i dels avanços en la tecnologia de seqüenciació del genoma i de la 

bioinformàtica, s’ha descobert la funció de gens associats a la immunitat en peixos (Lieschke i 

Trede, 2009; Van Muiswinkel, 2008). A més, citocines, molècules del complement, lectines, 

immunoglobulines i molècules de superfície s’han descrit i caracteritzat en diverses espècies 

de peixos (Zhu et al, 2013). 

El rol principal del sistema immunitari innat és el d’ésser la primera línia de defensa contra els 

organismes patògens i contra qualsevol partícula forana, independentment d’exposicions 

prèvies al mateix material, fins que el sistema immunitari adaptatiu sigui capaç i suficient per 

encarregar-se’n (Fearon i Locksley, 1996; Janeway i Travers, 1997). De fet, els components de 

la resposta immunitària innata es troben molt conservats evolutivament en espècies que no 

posseeixen els elements de resposta adaptativa propis dels vertebrats (Vasta i Lambris, 2002). 

En peixos, la resposta immunitària innata es considera un component essencial per a què 

l’organisme pugui donar resposta a l’agressió externa (Dixon i Stet, 2001; Holland i Lambris, 

2002), donat que la resposta immunitària adaptativa es troba limitada en el repertori 

d’anticossos, maduració de l’afinitat, memòria i lenta proliferació de limfòcits (Magnadóttir, 

2006).  

1.4.1 Receptors de patrons de reconeixement 

El sistema immunitari innat utilitza receptors de patrons de reconeixement (PRR), codificats en 

la línia germinal, capaços de reconèixer i unir-se als patrons moleculars associats a patògens 

(PAMPs), com ara LPS, peptidoglicans o lectines (Bols et al, 2001; Ellis, 2001; Fujita, 2002; 

Medzhitov i Janeway, 2002). Fins ara s’han caracteritzat diversos PRR en diferents espècies 

(incloent-hi humans, rosegadors, ocells i peixos teleostis), com poden ésser els receptors de 
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tipus Toll (TLR), els receptors del gen 1 induïble per àcid retinoic (RIG-I), els receptors amb 

dominis d’oligomerització d’unió a nucleòtids (NOD), i els receptors de lectines. 

Els TLR són els principals inductors del sistema immunitari innat. Inicien la transducció del 

senyal intracel·lular que resultarà en l’expressió de gens involucrats en inflamació, resposta 

antiviral i maduració de cèl·lules dendrítiques. Cada tipus de TLR activa una via específica de 

resposta enfront microorganismes, entre les quals es troben l’activació del factor nuclear κB 

(NF-κB) amb la resultant producció de citocines antiinflamatòries, o la inducció de la producció 

d’interferó (IFN) de tipus 1 (Gerlier i Lyles, 2011; Kawai i Akira, 2005, 2011; Kumar et al, 2011). 

Fins ara, s’han descrit 10 TLR en humans, i 12 en ratolins, mentre que en teleostis se’n troben 

fins a 17, alguns dels quals són únics en peixos (Palti, 2011). Els TLR caracteritzats en teleostis 

han demostrat tenir diferents característiques i major diversitat en comparació amb els 

mamífers (Baoprasertkul et al, 2007; Palti, 2011; Sangrador-Vegas et al, 2000; Wu et al, 2008; 

Yang i Su, 2010).  

Els receptors tipus RIG-I són els responsables de la detecció de l’RNA viral citoplasmàtic, i la 

cascada de senyalització que activen acaba amb la producció de citocines proinflamatòries i 

IFN tipus 1 (Eisenächer i Krug, 2011). Diversos membres de la família dels receptors tipus RIG-I 

s’han clonat en teleostis (Chang et al, 2011; Rajendran et al, 2012b), tot i que els mecanismes 

específics involucrats en aquesta via encara no estan clars en peixos.  

Els receptors tipus NOD utilitzen dos mecanismes per dur a terme la seva funció: activen les 

vies de senyalització de NF-κB i MAPK; activen la caspasa-1, que provoca la secreció 

d’interleucina (IL) 1b i la mort cel·lular programada (Ogura et al, 2006; Wilmanski et al, 2008). 

Membres d’aquesta família de receptors s’han descobert en teleostis, mostrant resposta a 

patògens específica en diferents teixits (Laing et al, 2008; Rajendran et al, 2012a).  

1.4.2 Molècules del complement  

El sistema del complement consisteix en més de 30 proteïnes secretades o de membrana, on 

les seves interaccions juguen un paper essencial en la lluita contra patògens. Hi ha tres 

maneres diferents d’activar el complement a la superfície dels patògens invasors: la via clàssica, 

la via de les lectines i la via alternativa. La via clàssica s’inicia amb la unió d’un anticòs a la 

superfície cel·lular, mentre que la via alternativa s’activa directament per virus, bacteris o 

fongs, i és independent d’anticòs. La via de les lectines, enlloc d’ésser activada per anticossos, 

s’inicia amb la unió d’un complex proteic consistent en una lectina d’unió a mannosa (MBL) i 

una serina proteasa associada a MBL (MASP), als residus de mannosa de la superfície cel·lular 

dels bacteris (Holland i Lambris, 2002). 
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Encara que la iniciació de cada procés depèn d’elements diferents, els tres condueixen als 

trencament proteolític del component 3 del complement (C3) per formar un fragment bioactiu, 

que mediarà la majoria de les activitats biològiques: opsonització de l’agent invasor, 

reclutament de cèl·lules fagocítiques i formació de complexos de desestabilització de 

membrana dels patògens (Gros et al, 2008). A més, algunes molècules del complement poden 

tenir importància en la immunitat adaptativa, la memòria immunològica, i fins i tot en la 

regeneració de teixits i creixement de tumors (Carroll i Isenman, 2012; DeAngelis et al, 2006; 

Markiewski et al 2008; Qu et al, 2009).  

El sistema del complement ha arribat al seu major nivell de complexitat en els vertebrats, com 

a resultat de la pressió de selecció positiva iniciada en la història evolutiva dels teleostis (Meng 

et al, 2012). Les molècules del complement s’han investigat en la majoria d’espècies de 

teleostis, on funcionen a baixes temperatures i títols molt superiors que en mamífers (Boshra 

et al, 2006; Melillo et al, 2015). A més, C3 es troba present en diferents isoformes, 

independentment de la duplicació del genoma del teleosti. Així, trobem dues isoformes en el 

llobarro (Mauri et al, 2001), vuit en peix zebra (Forn-Cuni et al, 2014), o cinc en orada (Sunyer 

et al, 1997). Les isoformes difereixen en paràmetres fisicoquímics i en els llocs funcionals, fet 

que suggereix que els dóna l’habilitat d’unir-se a diferents superfícies d’activació del 

complement (Sunyer et al, 1998). 

Encara que homòlegs de MBL s’han caracteritzat en diferents teleostis, com ara membres de la 

família de la carpa (Vitvet et al, 2000; Nakao et al, 2006), el turbot (Zhang et al, 2010) el peix 

gat (Zhang et al, 2011), la truita irisada (Kania et al, 2010) i una altra espècie de truita 

(Schizothorax richardsonii) (Goel et al, 2015), encara falten evidències per confirmar 

l’existència de la via de les lectines en peixos.  

1.4.3  Pèptids antimicrobians 

Els pèptids antimicrobians són àmpliament presents en plantes, invertebrats i vertebrats. Des 

del descobriment del primer pèptid antimicrobià (Steiner et al, 1981), més de 1000 nous 

pèptids s’han anat afegint contínuament a les bases de dades. L’ampli espectre de molècules 

en peixos teleostis és similar al trobat en mamífers, i fa pensar que funcionen com la primera 

línia de resposta antimicrobiana (Zhu et al, 2013). Els mecanismes antibacterians dels pèptids 

antimicrobians es basen en la unió selectiva a la membrana bacteriana, formant canals 

transmembrana i destruint la integritat de la membrana, o bé l’entrada directa dins el bacteri 

per interactuar amb dianes intracel·lulars, i així interferir amb el creixement i metabolisme 

bacterià. Ambdós mecanismes conduiran a la mort del bacteri (Wimley, 2010). 
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Els pèptids antimicrobians s’han trobat en teixits d’algunes espècies de teleostis, com ara el 

mucus, el fetge i les brànquies (Cole et al, 1997; Fernandes i Smith, 2002; Zhang et al, 2004; 

Bao et al, 2005; Park et al, 2005). La majoria dels grups de pèptids antimicrobians estudiats en 

peixos inclouen les defensines (Zhu i Gao, 2013; Marel et al, 2012), les NK-lisines (Wang et al, 

2006a,b) i l’hepcidina (Ren et al, 2006; Chen et al, 2007; Bo et al, 2011), tot i que se n’ha 

documentat molts d’altres. Un estudi en bacallà (Bergsson et al, 2005) va identificar 

polipèptids catiònics bactericides (histones i proteïnes ribosomals), a més d’una gran varietat 

de components antimicrobians sense identificar.  

1.4.4  Citocines 

Les citocines són una família de proteïnes de baix pes molecular que són secretades per 

l’activació de cèl·lules del sistema immunitari en resposta a diversos patògens (Salazar-Mather 

i Hokeness, 2006). Les citocines poden ésser secretades per macròfags, limfòcits, granulòcits, 

cèl·lules dendrítiques, mastòcits i cèl·lules epidèrmiques, i es poden dividir en IFN, IL, factors 

de necrosi tumoral (TNF) i quimiocines (Savan i Sakai, 2006). En la immunitat innata, els 

macròfags poden secretar diferents IL, TNF i quimiocines, indispensables per a què es reclutin 

macròfags, neutròfils i limfòcits als teixits infectats i s’activi l’eliminació del patogen (Svanborg 

et al, 1999). Mentrestant, les citocines alliberades pels fagòcits en els teixits indueixen les 

proteïnes de fase aguda i promouen la migració de cèl·lules dendrítiques (DeVries et al, 1999). 

Malgrat la baixa identitat entre les seqüències, els peixos posseeixen un repertori de citocines 

similar al trobat en mamífers (Plouffe et al, 2005). Diferents homòlegs de citocines s’han clonat 

en diverses espècies de peixos, entre les quals es troben el TNF-α i TNF-β (Savan et al, 2005), 

IL-1b, IL-2, IL-4 i IL-6, entre d’altres ILs (Zou et al, 1999; Fujiki et al, 2000; Bird et al, 2005a,b; Li 

et al, 2007), IFN-γ (Igawa et al, 2006) i diverses quimiocines. En orada es troben descrites les 

citocines TNF-α (García Castillo et al, 2002), IL-1b (Pelegrín et al, 2001), IL-6 (Castellana et al, 

2008), IL-10, IL-12, IL-15, IL-18 i IL-34 (Pérez-Cordón, 2014), entre d’altres. 

1.4.5  Lectines 

Les lectines són un grup de proteïnes d’unió a sucres, capaces d’unir-se específicament als 

carbohidrats que es troben presents en les estructures de biomembranes a través dels dominis 

d’unió a carbohidrats (CRD), independentment d’enzims i immunoglobulines. La combinació de 

diferents CRD en una mateixa lectina, conjuntament amb altres dominis, permet no només el 

reconeixement de carbohidrats de possibles patògens, sinó també de la superfície de cèl·lules 

immunocompetents (Kilpatrick, 2002, Gupta, 2012). 
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Es troben presents en gairebé tots els éssers vivents, incloent-hi virus, bacteris, fongs, plantes i 

animals. En animals, la seva habilitat per unir-se als sucres terminals de glicoproteïnes i 

glicolípids les converteix en importants receptors de patrons de reconeixement, i són capaces 

d’induir l’opsonització i fagocitosi dels agents invasors, activar les plaquetes, iniciar el sistema 

del complement i potenciar l’activitat de cèl·lules natural killer (Yu, 2003; Osorio i Reis e Sousa, 

2011), a més de regular diverses funcions de la resposta immune adaptativa (van Vliet et al, 

2008). S’han identificat en animals un total de 15 famílies, depenent de l’afinitat al carbohidrat 

que presentin. S’ha demostrat l’existència de C-lectines, galectines, F-lectines, lectines d’unió a 

ramnosa i intelectines en diverses espècies de peixos (Vasta et al, 2011). 
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1.5  Secreció de proteïnes 

El sistema de secreció de membrana permet a la cèl·lula regular l’alliberament de proteïnes, 

carbohidrats i lípids sintetitzats de novo cap a la superfície cel·lular. Aquest sistema inclou 

diferents orgànuls, com ara el reticle endoplasmàtic (ER), l’aparell de Golgi i la membrana 

plasmàtica) i el sistema de transport tubulovesicular, que s’encarrega de mediar el transport 

intracel·lular entre les diferents membranes. El transport de membrana d’aquest sistema flueix 

en rutes altament organitzades. El conjunt de molècules destinades a la secreció, o càrrega 

secretora, se sintetitzen i acoblen a l’ER, i es transporten seguidament a l’aparell de Golgi per 

al seu processament i maduració. Quan arriba a la xarxa trans Golgi (TGN), la càrrega secretora 

s’empaqueta en transportadors que es mouen pel citoplasma fins a fusionar-se amb la 

superfície cel·lular (Lippincott-Schwartz et al, 2000). A la figura 7 es mostra una visió general 

del sistema de secreció.  

 

Figura 7. Visió general del sistema de secreció. La càrrega secretora parteix dels llocs de sortida 
de l’ER marcats amb les proteïnes de recobriment COPII, i forma ERGIC, que posteriorment es 
fusionarà a la zona cis-Golgi. La càrrega serà transportada pels diferents compartiments de 
l’aparell de Golgi fins al TGN, d’on s’escindirà per formar les vesícules de secreció, que seran 
conduïdes i fusionades a la membrana plasmàtica. La representació mostra també dues vies de 
reciclatge, mediades per les proteïnes de recobriment COPI i clatrina. Els diferents passos 
s’indiquen amb fletxes negres. Les principals proteïnes de recobriment implicades en el transport 
es mostren en taronja fosc (COPII), taronja clar (COPI) i rosa (clatrina), en les seves suposades 
localitzacions. Imatge adaptada de Bonifacino i Glick, 2004. 
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Estudis morfològics clàssics en cèl·lules fixades han permès entendre l’organització i distribució 

de les estructures que conformen el sistema secretor de membrana (Palade, 1975), mentre 

que estudis genètics i bioquímics han donat una visió dels mecanisme moleculars de regulació 

del procés (Schekman i Orci, 1996; Rothman i Wieland, 1996).  

L’ER és el punt de sortida de les vies de secreció. És el compartiment intracel·lular més gran, 

amb una xarxa interconnectada de membranes tubulars i cisternes, que s’estenen des de la 

membrana nuclear. Entre les seves funcions es troben el plegament de proteïnes, el seu 

acoblament i degradació, metabolisme de lípids, compartimentació del nucli i transport de 

membrana (Lippincott-Schwartz et al, 2000). Després de la traducció, les proteïnes 

sintetitzades es troben amb les proteïnes xaperones, encarregades de les reaccions 

necessàries per al plegament, maduració i oligomerització de les noves proteïnes (Helenius et 

al, 1992). L’ER juga un paper molt important en el control de qualitat de les proteïnes que es 

transporten per a la via de secreció, ja que les proteïnes que es troben plegades o acoblades 

de manera incorrecta es retenen o degraden en aquest compartiment (Hammond i Helenius, 

1995). Les proteïnes sintetitzades correctament que van destinades a la via secretora se 

separen selectivament de les proteïnes residents a l’ER. La càrrega secretora s’ordena i es 

reparteix de manera activa en els llocs de sortida de l’ER gràcies a l’acció de proteïnes de 

recobriment (o coberta), que alhora seran les encarregades de la formació de les invaginacions 

de la membrana i la posterior vesícula (Novick et al, 1981; Barlowe et al, 1993; Kuge et al, 

1994). Aquestes vesícules de nova formació a la sortida de l’ER (anomenades estructures pre-

Golgi) tenen una existència transitòria, ja que després de dirigir-se a l’aparell de Golgi i 

fusionar-s’hi per deixar anar la càrrega secretora, els seus components són reciclats cap a l’ER 

(Tang et al, 1995; Klumperman et al, 1998).  

L’aparell de Golgi ocupa una posició central en les vies de secreció. És el lloc on les proteïnes i 

lípids es modifiquen i classifiquen, i actua com a un filtre per separar les proteïnes i lípids que 

s’han de retenir a l’ER i aparell de Golgi d’aquelles que s’han d’alliberar a la membrana 

plasmàtica. Els intermediaris de transport, com les estructures pre-Golgi, alliberen la càrrega 

provinent de l’ER únicament a la cara cis de l’aparell de Golgi, una xarxa tubular molt 

elaborada. La càrrega secretora es mou a través de les diferents cisternes enriquides en enzims 

que processen glicoproteïnes i glicolípids fins al TGN, on són empaquetades i destinades a la 

membrana plasmàtica (Lippincott-Schwartz et al, 2000). D’aquesta manera, la cara cis de Golgi 

és el lloc on els intermediaris pre-Golgi es fusionen, i la cara trans representa les últimes 
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cisternes on s’empaqueten les proteïnes i els lípids que se secretaran en els intermediaris de 

transport post-Golgi (Mironov et al, 1997; Pelham, 1998).  

En arribar a la TGN, les proteïnes i lípids són empaquetats en intermediaris de transport que es 

mouran pel citoplasma fins a fusionar-se amb la superfície cel·lular o amb altres 

compartiments del sistema endosomal. Aquest procés involucra la classificació en diferents 

vies (Keller i Simons, 1997): els transportadors post-Golgi poden ésser estructures tubulars 

irregulars tan grans com la meitat de la mida de les cisternes de Golgi, i també petites vesícules. 

Els diferents tipus de vesícules dependran de les molècules transportadores que els conformen 

(Nakata et al, 1998; Polishchuk et al, 2000; Kreitzer et al, 2000). La formació dels 

transportadors post-Golgi es dóna en dominis discrets de la membrana de Golgi, i implica 

l’elongació d’aquesta membrana en túbuls, que posteriorment es desprendran per formar un 

transportador post-Golgi (Hirschberg et al, 1998).  

Els transportadors post-Golgi es mouen a través dels microtúbuls fins a la membrana 

plasmàtica, s’hi fusionen i integren completament, mentre que el contingut és dispersat fora 

de la cèl·lula (Schmoranzer et al, 2000; Toomre et al, 2000). 

1.5.1 Mecanisme de secreció de vesícules 

Gràcies als estudis genètics i bioquímics de les vies de secreció s’ha pogut detallar els 

mecanismes moleculars involucrats en el transport selectiu de càrrega entre orgànuls. Aquest 

transport és mediat per vesícules que s’escindeixen d’un compartiment i es fusionen a un altre. 

La gemmació de la vesícula donant i la selecció de la càrrega es duu a terme gràcies a les 

proteïnes de recobriment, mentre que la seva destinació i fusió a la vesícula acceptora depèn 

d’una maquinària que inclou els SNARE o receptors de SNAP (proteïna soluble associada al 

factor sensible a N-etilmaleimida) (figura 8). La regulació d’aquests dos aspectes del transport 

vesicular assegura una transferència de la càrrega tot preservant la identitat de l’orgànul. Els 

processos de gemmació i fusió són iteratius en els diferents passos de transport consecutius 

fins que la càrrega arriba a la seva destinació, dins o fora de la cèl·lula. Per equilibrar aquest 

moviment de càrrega, els components de la maquinària de transport tornen de la vesícula 

acceptora a la donant mitjançant mecanismes de transport retrògrad, també mediat per 

transport vesicular (Bonifacino i Glick, 2004). 
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Figura 8. Passos en la gemmació i fusió de vesícules. 1. Iniciació de l’acoblament de les proteïnes 
de recobriment. 2. Gemmació i concentració de les proteïnes de càrrega i de recobriment a la 
zona de la membrana que inicia la curvatura. 3. Escissió de la vesícula. 4. Alliberament de les 
proteïnes de recobriment per al seu reciclatge. 5. Unió de la vesícula al compartiment acceptor. 6. 
Ancoratge per part de les molècules SNARE. 7. Fusió a la membrana acceptora, amb transferència 
de la càrrega i regiclatge de les molècules SNARE. Imatge adaptada de Bonifacino i Glick, 2004. 

 

1.5.1.1 Paper de les proteïnes de recobriment en la gemmació vesicular i la 

selecció de la càrrega: importància del pèptid senyal. 

Els processos de gemmació de les vesícules de transport i la selecció de la càrrega que 

s’incorporarà a les noves vesícules en formació són ambdós mediats per les proteïnes de 

recobriment (Kirchhausen, 2000; Bonifacino i Lippincott-Schwartz, 2003). Els recobriments són 

agrupaments de proteïnes, encarregats de desestructurar parts planes de la membrana per 

provocar-ne deformacions arrodonides, que acabaran separant-se per formar vesícules de 

transport noves. De la mateixa manera, participen en la selecció de la càrrega reconeixent els 

senyals de classificació presents als dominis citosòlics o transmembrana de les proteïnes que 

se secretaran.  

Els diferents tipus de vesícules i de selecció de càrrega als diferents estadis de les vies 

d’exocitosi i endocitosi són mediats per diferents tipus de proteïnes de recobriment i de 

senyals de classificació. Les primeres molècules de recobriment identificades i caracteritzades 

tenien com a principal constituent la clatrina (Roth i Porter, 1964; Pearse, 1975) i, tot i que 

inicialment es va assumir que participaven en tots els passos de transport vesicular de la 

cèl·lula, es va demostrar que només es troben implicats en els sistemes de TGN i endosomes. 

Més endavant es va determinar la existència d’altres mediadors de transport. Els recobriments 

tipus COPII medien  el transport de l’ER a un compartiment intermedi entre ER i Golgi (ERGIC) i 
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a l’aparell de Golgi (Barlowe et al, 1994). D’altra banda, els recobriments tipus COPI estan 

involucrats en el transport intern a l’aparell de Golgi i el transport retrògrad de l’aparell de 

Golgi a l’ER (Letourneur et al, 1994).  

El complex COPII està format bàsicament per una molècula tipus Ras depenent de GTP, dos 

subcomplexos proteics, i una gran varietat de molècules reguladores (Barlowe et al, 1994, Bock 

et al, 2001). La diversificació de les subunitats de COPII permet al recobriment la capacitat de 

regular diferencialment diversos tipus de proteïnes de càrrega (Roberg et al, 1999; Shimoni et 

al, 2000). Els components de COPII s’uneixen mitjançant reaccions dependents i independents 

de GTP en llocs on les noves proteïnes que se sintetitzen surten de l’ER (Bi et al, 2002). Aquests 

llocs es troben generalment desproveïts de ribosomes, i varien en complexitat, des de gemmes 

d’embolcall nuclear, fins a xarxes complexes de túbuls i vesícules (Orci et al, 1991; Bednarek et 

al, 1995; Bannykh i Balch, 1997).  

La majoria de les proteïnes transmembrana surten de l’ER unint-se directament a COPII (Aridor 

et al, 1998; Votsmeier i Gallwitz, 2001), però algunes transmembrana i la majoria de proteïnes 

de secreció solubles s’uneixen indirectament a COPII a través de receptors d’exportació 

transmembrana (Appenzeller et al, 1999; Muñiz et al, 2000; Powers i Barlowe, 2002). Aquests 

receptors abandonen l’ER amb els lligands, alliberen la càrrega al compartiment acceptor i 

retornen a l’ER. Els senyals de classificació i exportació de l’ER, també anomenats pèptids 

senyal, són molt diversos. Alguns consisteixen en motius diacídics que segueixen la seqüència 

consensus [DE]X[DE] (Nishimura i Balch, 1997; Votsmeier i Gallwitz, 2001), mentre que d’altres 

es basen en motius hidrofòbics com ara FF, YYM, FY, LL o IL (Kappeler et al, 1997; Nakamura et 

al, 1998), entre d’altres (D correspon a aspartat, E a glutamat, F a fenilalanina, Y a tirosina, M a 

metionina, L a leucina, I a isoleucina, i X és qualsevol aminoàcid).   

El pas final en la formació de la vesícula és l’escissió del coll de la gemma. El procés sembla que 

el duu a terme la polimerització del mateix recobriment, comportant l’escissió de la membrana 

en el moment de tancar la vesícula formada pel recobriment de COPII.  

Els recobriments de clatrina són més complexos que els de COPII i COPI, ja que es recluten una 

gran varietat d’adaptadors encarregats de formar una capa on es diposita la clatrina 

(Bonifacino i Lippincott-Schwartz, 2003; Wang et al, 2003). Els adaptadors tenen la capacitat 

d’unir-se als pèptids senyal de les proteïnes transmembrana a través de residus de tirosina, 

dileucina, o ubiquitina conjugada (Bonifacino i Traub, 2003). Els complexos formats per la 

clatrina i els adaptadors poden polimeritzar en esferes, i formar gemmes i vesícules a partir de 

membranes (Kirchhausen i Harrison, 1981), però les proteïnes involucrades, com ara cinases, 



42  INTRODUCCIÓ 

 

fosfatases, dinamines i xaperones (Ungewickell et al, 1995; Lafer, 2002; Sever, 2002), són 

diferents a les presents en els complexos COPII. 

1.5.1.2 Les proteïnes SNARE en la fusió vesicular 

Després que la vesícula es desprengui del seu recobriment s’ha de dirigir al compartiment 

acceptor apropiat, i fusionar-se a la seva membrana. Les reaccions de direcció i fusió recauen 

sobre el mateix tipus de proteïnes. La primera proteïna identificada va ésser un factor sensible 

a N-etilmaleimida (NSF), una molècula que pot existir en la seva forma citosòlica o unida a 

membrana (Glick i Rothman, 1987). Els primers estudis van detectar que quan NSF s’inactiva, 

s’acumulen vesícules sense coberta a la membrana de Golgi, suggerint que NSF és necessària 

per a la fusió a la membrana (Malhotra et al, 1988). Posteriorment es va demostrar que NSF 

actua en una gran quantitat de passos en la fusió a membrana i en les vies secretores i 

endocítiques (Beckers et al, 1989; Diaz et al, 1989). S’ha identificat una proteïna soluble 

associada a NSF, anomenada α-SNAP, capaç d’unir NSF a les membranes (Clary et al, 1990).  

NSF i α-SNAP formen un complex amb altres proteïnes de membrana, anomenades receptors 

de SNAP, o SNAREs (Söllner et al, 1993). Algunes de les primeres proteïnes SNARE identificades 

van ésser VAMP o sinaptobrevina, sintaxina i SNAP25. Els SNARE es poden classificar de 

diverses maneres, però la més comuna és separar-los en v-SNARE (un domini hèlix alfa) i t-

SNARE (tres dominis hèlix alfa). Cada tipus de vesícula de transport conté un v-SNARE que 

s’uneix a la seva parella t-SNARE a la membrana apropiada (Rothman, 1994). Les parelles 

SNARE es poden aparellar en membranes separades per formar un complex trans-SNARE, o a 

la mateixa membrana per formar un complex cis-SNARE. Un complex trans-SNARE persisteix 

després de la reacció de fusió a la membrana, i es converteix en un complex cis-SNARE 

(Hanson et al, 1997; Sutton et al, 1998). α-SNAP llavors s’uneix al marge del complex SNARE i 

recluta NSF (Rice i Brunger, 1999), permetent la dissociació dels SNARE: NSF i α-SNAP no 

participen directament en la reacció de fusió, però actuen en el reciclatge dels SNARE per a 

poder-los reutilitzar.  

Les molècules SNARE tenen dues funcions majoritàries. Una és la de promoure la fusió per 

elles mateixes. En totes les reaccions de transport que s’han examinat, la formació de 

complexos trans-SNARE és essencial per a la fusió. L’acoblament de les quatre hèlix 

s’encarrega de subministrar l’energia lliure necessària per apropar les membranes 

suficientment com per a fusionar-se (Hanson et al, 1997; Weber et al, 1998; Chen i Scheller, 

2001). La segona funció majoritària dels SNARE és assegurar-se de l’especificitat de la fusió a la 

membrana. Diferents complexos v- i t-SNARE es formen a diferents passos del transport 
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intracel·lular. La formació de complexos trans-SNARE funcionals in vivo es dóna exclusivament 

amb combinacions fisiològiques de v-SNARE i t-SNARE (McNew et al, 2000; Parlati et al, 2002).  

A més dels SNARE, altres proteïnes participen en la formació dels lligams específic abans de la 

formació del complex SNARE. Per exemple, les proteïnes anomenades golgines, presents a 

l’aparell de Golgi (Barr i Short, 2003), s’uneixen a membres de la família de GTPases de Rab, i 

promouen l’associació inicial de dues membranes (Segev, 2001). De la mateixa manera, el 

sistema compta amb components accessoris i reaccions reguladores que modulen l’acció dels 

SNARE (Gerst, 2003). Algunes sintaxines, per exemple, són molècules amb funció 

autoinhibitòria, s’uneixen internament als motius SNARE per generar conformacions tancades, 

evitant que es puguin unir a parelles SNARE (Misura et al, 2002; Dietrich et al, 2003).  
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2. OBJECTIUS 

Una de les principals fites en aqüicultura és aconseguir una reducció de les proteïnes que se 

subministren amb la dieta, procedents majoritàriament de farines de peix, i incrementar la 

presència de nutrients més rendibles. Per una banda, la reducció de farines de peix en els 

pinsos, altament dependents de pesqueries sovint sobreexplotades (Naylor et al, 2000), tindria 

a més un impacte rellevant sobre l’ecosistema marí i la biodiversitat, fent més sostenible 

l’aqüicultura. A més, la contaminació local causada per acumulació d’amoni excretat i matèria 

orgànica es veuria pal·liada per la disminució del catabolisme d’aminoàcids en els peixos en 

cultiu (Cole et al, 2009; Bostock et al, 2010). D’altra banda, des del punt de vista econòmic, la 

substitució de les proteïnes per carbohidrats, components més econòmics que les proteïnes, 

comportaria una reducció significativa dels costos de producció dels peixos en cultiu.  

La substitució de proteïnes per carbohidrats en la dieta està limitada per les característiques 

metabòliques dels peixos en cultiu, en tractar-se principalment d'espècies carnívores. Els 

peixos carnívors, com l’orada, fan servir preferentment els aminoàcids com a font energètica i 

aprofiten els carbohidrats de la dieta de manera menys eficaç que els mamífers, ja que 

metabolitzen més lentament la glucosa (Christiansen i Klungsøyr, 1987; Cowey i Walton, 1989; 

Moon, 2001; Polakof et al, 2012; Caballero-Solares et al, 2015). 

El fetge és un òrgan molt important en la regulació dels nivells plasmàtics d’aminoàcids i en la 

síntesi de glucosa a partir de l’excés d’aminoàcids aportats amb la dieta. L’activitat ALT 

hepàtica juga un paper central com a connexió entre el metabolisme d’aminoàcids i el de 

carbohidrats,  ja que catalitza la transaminació reversible entre l’L-alanina i l’α-cetoglutarat per 

formar L-glutamat i piruvat (Welch, 1972). A més, l’ALT s’ha mostrat com l’aminotransferasa 

hepàtica més sensible a canvis en l’estat nutricional i la utilització de proteïna en moltes 

espècies de peixos (Fynn-Aikins, 1995; Sánchez-Muros et al, 1998; Metón et al, 1999b; 

Fernández et al, 2007). Per aquesta raó, hi ha la necessitat d’aprofundir en el coneixement dels 

factors que modulen l’expressió i l’activitat de l’ALT a nivell molecular, a fi d’abordar el control 

de l’activitat de les isoformes d’ALT com a eina per optimitzar la utilització dels nutrient de la 

dieta. 

Actualment són poc coneguts els mecanismes moleculars que regulen l’expressió gènica d’ALT. 

La coexistència de diverses isoformes de l’ALT en un mateix teixit, com és el fetge, i fins i tot en 

el mateix compartiment subcel·lular, suggereix que l’ALT pot estar implicada en múltiples 

processos cel·lulars i que la seva activitat podria estar sotmesa a un sistema complex de 
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regulació. El nostre grup va clonar tres isoenzims d’ALT a partir de fetge de S. aurata, indicant 

l’existència de dues isoformes citosòliques, cALT1 i cALT2, i una isoforma mitocondrial mALT 

(Metón et al, 2004b; Anemaet et al, 2008).  

Les característiques cinètiques de cALT1 i cALT2 d'orada expressades en llevats indiquen que 

cALT2 és un enzim més eficaç per catalitzar la conversió de L-alanina a piruvat que cALT1. 

Consistentment, la regulació de l'expressió de cALT1 i cALT2 en diferents condicions hormonals 

i nutricionals, mostra que els nivells d’mRNA de cALT2 incrementen en fetge d’orada sota 

condicions associades a gluconeogènesi, mentre que l’expressió de cALT1 predomina durant la 

utilització postprandial dels nutrients de la dieta. D’acord amb aquests resultats, hem 

constatat que l'expressió hepàtica de cALT2 incrementa en orades amb diabetis induïda per 

tractament amb estreptozotocina (Anemaet et al, 2008). La caracterització cinètica i la 

regulació nutricional de l’expressió d’mALT d’orada indica que aquest enzim catalitzaria 

preferentment la reacció en la direcció de formació de piruvat, i suggereix que podria tenir un 

rol important en la producció d’energia a partir d’aminoàcids per mantenir el metabolisme 

basal (Salgado et al, 2012). Addicionalment, el nostre grup ha observat que la inhibició d’ALT a 

nivell d’mRNA o posttraduccional incrementa la utilització dels carbohidrats de la dieta 

(González et al, 2012, 2015). 

En aquest context, l’objectiu global d’aquesta tesi doctoral és analitzar la implicació de 

mecanismes d’interacció proteïna-proteïna en la modulació posttraduccional de l’activitat de 

les isoformes citosòliques d’ALT d’orada. La interacció entre proteïnes és una eina essencial 

per a la majoria del processos biològics, com la replicació, la transcripció, la secreció, la 

transducció de senyals o la modulació posttraduccional de l’activitat enzimàtica. Estudis de 

polarització fluorescent i amb biosensors SPR (ressonància de superfície en plasma) ja han 

descrit la interacció d’una proteïna amb l’ALT de cor porcí, l’enzim piridoxal quinasa, la funció 

del qual podria ser transferir el coenzim piridoxal-5-fosfat a l’apoenzim (Cheung et al, 2003).  

Els objectius específics d’aquesta tesi doctoral han estat: 

1. Identificar proteïnes que interaccionin amb l’ALT citosòlica de l’orada. 

2. Analitzar els efectes de les interaccions proteïna-proteïna sobre l’activitat de l’ALT 

citosòlica. 

3. Analitzar la distribució tissular i el control de l’expressió de les proteïnes 

interaccionants en orada. 
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3. MATERIALS I MÈTODES 

3.1  Animals utilitzats en l’experimentació 

Per a la realització d’aquest treball s’han utilitzat mostres biològiques procedents d’orades 

(Sparus aurata) juvenils. L’orada és un peix teleosti que pertany a la família Sparidae, de 

l’ordre dels Spariformes. El seu cos té forma oval i comprimida, i es caracteritza per una franja 

daurada situada entre els ulls, i una taca fosca sobre l’opercle. Pot arribar a pesar més de 5 Kg i 

mesurar 70 cm de longitud.  

L’orada és una espècie pròpia del Mar Mediterrani, però es troba també al Mar Negre, el Mar 

Roig i les costes orientals de l’Atlàntic, des de les illes britàniques fins al Senegal. És una 

espècie litoral, euriterma (tolera temperatures entre els 5 i els 35 ºC) i eurihalina (capaç de 

créixer en diferents condicions de salinitat). Viu de manera solitària o formant grups reduïts, 

tot i que quan són joves es poden agrupar de manera més nombrosa. Els individus joves es 

troben en zones litorals i llacunes costeres. Els adults viuen a una profunditat de 30 m, tot i 

que en època de reproducció poden arribar als 150 m.  

Es tracta d’una espècie hermafrodita proteràndrica. Els peixos no es diferencien sexualment en 

la fase juvenil, i no és fins a partir del primer any de vida que es comporten funcionalment com 

a mascles. Als dos o tres anys pateixen una inversió sexual, passant a comportar-se 

definitivament com a femelles. A més de l’edat, la mida també influeix en el seu estat de 

maduresa. 

L’orada és un peix d’hàbits depredadors, amb una dieta preferentment carnívora. La seva 

alimentació es basa principalment en peixos, crustacis i mol·luscs, tot i que en ocasions pot 

menjar algues i plantes aquàtiques, com ara la posidònia. 

L’aqüicultura ha experimentat un gran increment des de la seva implantació, passant de menys 

de mil tones a mitjans del segle XX a 66.6 milions de tones el 2012 (FAO, 2014). L’orada és molt 

apreciada en el Mediterrani, i el seu interès comercial ha incrementat notablement degut a la 

millora del seu cultiu. Només en l’última dècada s’ha duplicat la producció aqüícola anual 

d’orada, arribant gairebé a les 160 mil tones l’any 2012. La importància del cultiu de l’orada 

queda reflectida en el fet que actualment és el peix més cultivat a Espanya i, entre els 

organismes d’origen marí, a Europa (FAO FishStat, 2014).  

3.1.1  Manipulació dels animals i presa de mostres 
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Les orades utilitzades en aquest treball van ésser subministrades per l’empresa Piscimar S.L. 

(Grupo Andrómeda, Castelló). Van ésser transportades al laboratori en aigua de mar insuflada 

amb oxigen pur. Al laboratori, les orades es van mantenir en aquaris de 260 L de capacitat a 20 

ºC de temperatura i en aigua de mar airejada i filtrada en circuit tancat, amb un sistema 

d’esterilització amb llums ultraviolats. Per simular el cicle circadiari es va mantenir un 

fotoperíode de 12 hores de llum/foscor. Les orades van ésser alimentades amb el pinso 

comercial Microbaq-15 (Dibaq, Segovia; taules 1 i 2), subministrat un cop al dia seguint una 

relació de 25 g de dieta per kg de pes corporal. Els peixos es pesaven cada setmana per ajustar 

periòdicament la quantitat de pinso subministrat.  

Taula 1. Ingredients en la dieta Microbaq-15 (Dibaq). 

Ingredients 

Farina de peix 60.5 % 

Oli de peix 13.5 % 

Blat 11.4 % 

Gluten de blat 8.3 % 

Solubles de peix concentrats 2.5 % 

Minerals 1.7 % 

Extracte de llevat 1.0 % 

Lecitina de soja 1.0 % 

  

Taula 2. Composició nutricional de la dieta Microbaq-15 (Dibaq).  

Composició nutricional 

Proteïna bruta 50 % 

Cendres brutes 10 % 

Cel·lulosa bruta (fibra) 0.5 % 

Matèria grassa bruta 20 % 

Fòsfor 1.2 % 

Calci 1.6 % 

Sodi 0.42 % 

Humitat 5 % 

Additius (per kg)  

 Vitamina A 13000 UI 

 Vitamina D3 2210 UI 

 Vitamina E 260 mg 

Elements traça (per kg)  

 Coure E4 7 mg 

 Manganès E5 31 mg 

 Zinc E6 170 mg 

 Cobalt 0.3 mg 

Antioxidants (per kg)  

 BHA-E320 30 mg 

 BHA-E321 120 mg 

Energia bruta (per kg) 5917 Kcal 
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Totes les manipulacions realitzades s’han dut a terme segons les normes del Comitè Ètic 

d’Experimentació amb Animals de la Universitat de Barcelona (CEEA-UB). En el procés de 

manipulació s’han seguit pautes concretes per evitar l’estrès i situacions d’angoixa dels 

animals, que podrien incidir en el resultat dels experiments realitzats. 

3.1.1.1  Passos preliminars: anestèsia dels peixos 

1. Preparar un aquari de capacitat adequada a la mida i nombre de peixos a sacrificar, 

amb aigua de mar i un airejador. 

2. Dissoldre-hi l’agent anestessiant MS-222 (metanosulfonat de tricaïna) en una 

proporció de 70 mg/L (p/v). 

3. Submergir les orades immediatament en l’aquari amb anestèsic. 

4. Esperar fins que els peixos quedin sedats (5-10 minuts). 

5. Pesar cada orada. 

3.1.1.2  Tractament amb injecció intraperitoneal 

1. Anestesiar i pesar les orades. 

2. Ajustar la dosi del compost a administrar al pes de cada orada. 

3. Injectar intraperitonealment cada orada utilitzant agulles d’insulina (25G). 

4. Retornar l’orada a un nou tanc amb aigua de mar sense anestèsic fins a la seva 

recuperació de la sedació. 

3.1.1.3  Sacrifici i presa de mostres 

1. Seguir els passos preliminars d’anestèsia (punt 3.1.1.1). 

2. Sacrificar l’orada amb un tall cervical. 

3. Obtenir-ne la sang amb una pipeta Pasteur de vidre prèviament tractada amb una 

solució de citrat sòdic al 3 %. 

4. Obrir el peix ventralment, i extreure el fetge. Per eliminar les restes de sang, bilis o 

greix, rentar el teixit submergint-lo en solució salina (NaCl, 0.9 %). Congelar el teixit 

immediatament per la tècnica del freeze clamping, amb pinces prèviament refredades 

en nitrogen líquid. Mantenir el fetge congelat a -80 ºC fins que s’utilitzi. 

5. La sang obtinguda es deixa coagular a temperatura ambient un màxim de 30 minuts, i 

després se centrifuga a 6000 x g a 4 ºC durant 10 minuts. El sobrenedant (sèrum) es 

retira i s’analitzen els metabolits. Es manté congelat a -20 ºC. 

3.1.2  Administració de lipopolisacàrid 
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Els animals van ésser posats en dejú 24 hores abans del tractament. 

Trenta-dues orades amb una massa mitjana de 12.52 ± 1.14 g es van dividir en dos grups. 

Catorze peixos corresponents al grup control van ésser injectat intraperitonealment amb una 

solució salina (NaCl 0.9 %), mentre que divuit peixos van ésser tractats amb LPS (serotip 

O26:B6, Sigma) a una concentració de 1 mg/kg de peix. La meitat de peixos de cada grup van 

ésser sacrificats a les 4 hores després de la injecció, i la resta es van sacrificar a les 24 hores 

post-injecció.  

Es van recollir mostres de sang per determinar metabolits en el sèrum, i mostres de fetge per 

determinar activitats enzimàtiques i expressió gènica a nivell hepàtic. 

3.2 Oligonucleòtids 

3.2.1  Oligonucleòtids per a clonatge a pGBKT7 

cALT2 

AMAL01   GGCATATGTTTCAGATATCAGTCCAGAG 

IMAL20   GAGGATCCTGGGGTTGTTATGAGAACTCTTG 

3.2.2  Oligonucleòtids per a RACE 

F-lectina 

MG1001   CGCACAGCGTCAGGTACTCTTCTCTTCC 

MG1002   GGCGCCTGCTGGGATCTCTGTGA 

RPS20 

MG1003   TGCGTCAGCGATGGTAACCTCAACCTCT 

MG1004   GGGCTGTGCAGATCAATCAGGCGCT 

RBP2 

MG1005   CCCTCGATCCATTGTCTCCAGCCGC 

MG1006   TCCGTCCCAGGTAACCAGTGTCTTGA 

HABP2 

MG1007   GCCTTTTTTGGCTGAGGCTTGCCGC 

MG1008   GCACTCGGAATGACAGAAGCACCAGG 

MG1009   CCCACCCAGGCTCCACAACCTTCT  

Subministrats pel kit FirstChoice RLM-RACE kit (Ambion) 

5’ RACE adapter   GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA 

5’RACE Outer Primer GCTGATGGCGATGAATGAACACTG 

5’RACE Inner Primer CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG 

3’RACE Outer Primer GCGAGCACAGAATTAATACGACT 

3’RACE Inner Primer CGCGGATCCGAATTAATACGACTCACTATAGG 
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3.2.3  Oligonucleòtids per a clonatge a pGEM-T easy 

F-lectina 

MG1306   AGAAGCTCCGGCTGCTCATC 

MG1308   GAAATCAAAACGTGGATC 

HABP2 

MG1309   ACTCTTCTGGCTGTCTTCTGATCC 

MG1310   GGTTTAATAAGTAGCATCTCAAC 

RBP2 

MG1311   CAGTTAGACAGACCAACCCACAG 

MG1312   ATTACGGGTATTCACAGTTAC 

RPS20 

JS-RPS20-F1  TTCGTGAAGAACTGACCACG 

JS-RPS20-R1  TATTCAAATCATCCGCATCA 

3.2.4  Oligonucleòtids per a clonatge en vectors fluorescents 

F-lectina 

MG1105   GGAAGCTTGGAAGCACACTGGTGTATTTATTTTG 

MG1106   GGATCCTTAATCCAGGACAGAGCCATAC 

MG1403   AAGCTTGCCACCATGAAGCACACTGGTGTATT 

MG1404   GGATCCGCATCCAGGACAGAGCCATAC 

RPS20 

MG1116   GGAAGCTTGGGCTTTCAAGGACACTGG 

MG1117   GAATTCTTATGCGTCAGCGATGGTAACCTC 

RBP2 

MG1118   AAGCTTGGCCTGCTGATTACAATGGACG 

MG1119   GGATCCTTACTGGCTCTTCTTAAATGTTTG 

HABP2 

MG1120   AAGCTTGGAACTTAAAACTCCTCTTCATTTGCC 

MG1121   GGATCCTTATGGAGATGCTGCCTGAGTC 

cALT1 

IMAL19    GAGCTAGCCAACATGTCCCACCAGGCGGCG    

IMAL21    GAGGATCCCGTGAGAACTCTTGTGTGAAGCG  

cALT2 

IGALD    GAGCTAGCCAACATGTTTCAGATATCAGTCCAGAGGGTG 

IGALR2    GAGGATCCTGAGAACTCTTGTGTGAAGCG 

MCS 

MG1207   P – CCGGTAAGCTTGGTACCGAATTCGGATCCA 

MG1208   P – CCGGTGGATCCGAATTCGGTACCAAGCTTA 
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3.2.5  Oligonucleòtids per a clonatge a pcDNA3 

F-lectina 

MG1037   AAGCTTGCCACCATGAAGCACACTGGTGTATTTATTTTGC 

MG1038   GGATCCTTAATCCAGGACAGAGCC 

HABP2 

AA01   AAGCTTGCCACCATGAACTTAAAACTCCTCTTCATTTGC 

AA02   GGATCCTTATGGAGATGCTGCCTGAGTC 

RBP2 

AA03   AAGCTTGCCACCATGCCTGCTGATTACAATG 

AA04   GGATCCTTACTGGCTCTTCTTAAATGTTTGGTG 

RPS20 

AA05   AAGCTTGCCACCATGGCTTTCAAGGACACTGG 

AA06   GAATTCTTATGCGTCAGCGATGGTAAC 

cALT1 

MG1402   GAAGCTTGCCACCATGTCCCACCAGGCGGC 

IMAL20   GAGGATCCTGGGGTTGTTATGAGAACTCTTG 

3.2.6  Oligonucleòtids per a seqüenciació de vectors 

T7   TAATACGACTCACTATAGGG 

pGEM-T-rev  CAGCTATGACCATGATTACGC 

pcDNA3-rev  CTAGAAGGCACAGTCGAGGCT 

pGBKT7-rev  CCCGGAATTAGCTTGGCTGC 

pGADT7-rev  AGATGGTGCACGATGCACAG 

pEGFP-N1-fw  CAAATGGGCGGTAGGCGTGTACG 

pEGFP-N1-rev  CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAGG 

pDsRedmonC1-fw AGCTGGACATCACCAACCACAAC 

pDsRedmonC1-rev CAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGG 

pDsRedmon-N-fw GTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTC 

pDsRedmon-N-rev CTTGGTCACCTGCAGCTTGGCGGTC 

3.2.7  Oligonucleòtids per a qRT-PCR 

         posició  pb 

F-lectina         

MG1122q  GCAGAGATCCGCATCGGAGATTC   +736  

MG1123q  AACATAGCGGCCATCCATACCG   +864  129 

Il-1b 

MG1205q  GGGCTGAACAACAGCACTCTC   +700  

MG1206q  TTAACACTCTCCACCCTCCA   +864  165 
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cALT1 

JDRT2C5S  GCGAGCCTAGTGAGCAACTGATATC   -80  

IMAL11   CCGCTCGCTGGACTACGGGACCACGA  +121  201 

cALT2 

JDc2s   CACACTCTCTATCTGCTCTCGTGC   -67  

JDc2as   GAGAGGTTGAGGAGTGAGCAGAAAG  -5  63 

mALT 

MC13   CCAGGGTCCGCTCACTGAT    +195  

MC14   GTCGCGCTCACACTCGATAA   +291  96 

β-actina 

JDRTBactinaS  CGTGACATCAAGGAGAAGCTGT   +628  

BA0299   GACCTGTCCGTCGGGCAGCTC   +741  114 

18s 

JDRT18s   TTACGCCCATGTTGTCCTGAG   +117 

JDRT18as  AGGATTCTGCATGATGGTCACC   +222  106 

3.3  Plasmidis 

3.3.1  Vectors comercials 

pGBKT7: vector que expressa la proteïna d’interès fusionada al domini d’unió del DNA (DNA-

BD) del factor de transcripció GAL4 en llevats (Clontech). 

pGADT7-rec: vector utilitzat per a l’expressió de les proteïnes d’interès fusionades al domini 

d’activació (AD) de GAL4 en llevats. Està especialment dissenyat per al clonatge mediat per 

recombinació homòloga, i es troba linearitzat amb SmaI (Clontech). 

pcDNA3: vector dissenyat per a l’expressió d’alts nivells de proteïna en la majoria de línies 

cel·lulars eucariotes. Els alts nivells s’aconsegueixen sota el control del promotor de 

citomegalovirus (CMV) (Invitrogen). 

pEGFP-N: la proteïna d’interès s’expressa fusionada a l’extrem N-terminal de l’Enhanced Green 

Fluorescent Protein (EGFP). Permet la localització de la proteïna de fusió in vivo quan és excitat 

a una longitud d’ona de 488 nm (Clontech). 

pDsRed-monomer-C1: vector que expressa la proteïna d’interès fusionada a l’extrem C-

terminal de pDsRed-monomer. Permet la localització de la proteïna de fusió in vivo quan és 

excitat a una longitud d’ona de 561 nm (Clontech). Abreviat com a pDsRedmon-C. 
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pGEM-T easy: vector de tipus T que facilita la lligació de fragments de DNA obtinguts per 

amplificació per PCR en els casos on la DNA polimerasa deixa extrems protuberants per addició 

d’una desoxiadenosina en els extrems 3’ (Promega). 

pCMVβ: plasmidi utilitzat com a control d’eficiència en les transfeccions realitzades en cultiu 

cel·lular, aquest plasmidi expressa β-galactosidasa en cèl·lules eucariotes (Clontech). 

pBluescript: vector d’expressió en procariotes, utilitzat com a carrier en les transfeccions de 

cèl·lules eucariotes per igualar les quantitats de plasmidi entre les diferents mescles de 

transfecció en un mateix experiment (Stratagene). 

3.3.2  Constructes obtinguts 

pGBKT7-cALT2: plasmidi utilitzat en l’assaig de doble híbrid. Expressa la proteïna cALT2 

d’orada fusionada al DNA-BD del factor de transcripció GAL4. cALT2 està clonada mitjançant 

PCR amb els oligonucleòtids AMAL01/IMAL20 utilitzant cDNA de fetge d’orada, i la posterior 

digestió del vector pGBKT7 i el producte amplificat per PCR amb els enzims NdeI i BamHI. 

pGADT7-bib: conjunt de plasmidis resultant de la recombinació homòloga del vector pGADT7-

rec i els fragments de cDNA provinents de la biblioteca de cDNA de fetge d’orada. Utilitzats 

durant l’assaig de doble híbrid en llevats. 

pGEM-Flectin: plasmidi amb la seqüència de cDNA (incloent les regions 5’- i 3’-UTR) 

corresponent a l’F-lectina clonada. L’insert ha estat obtingut a partir d’un PCR amb els 

encebadors MG1306 i MG1308 utilitzant cDNA de fetge d’orada com a motllo. El fragment de 

PCR purificat està lligat al vector pGEM-T easy. 

pGEM-RPS20: plasmidi amb la seqüència de cDNA (incloent les regions 5’- i 3’-UTR) 

corresponent a l’RPS20 clonada. L’insert ha estat obtingut a partir d’un PCR amb els 

encebadors JS-RPS20-F1 i JS-RPS20-R1 utilitzant cDNA de fetge d’orada com a motllo. El 

fragment de PCR purificat està lligat al vector pGEM-T easy. 

pGEM-RBP2: plasmidi amb la seqüència de cDNA (incloent les regions 5’- i 3’-UTR) 

corresponent a l’RBP2 clonada. L’insert ha estat obtingut a partir d’un PCR amb els encebadors 

MG1311 i MG1312 utilitzant cDNA de fetge d’orada com a motllo. El fragment de PCR purificat 

està lligat al vector pGEM-T easy. 
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pGEM-HABP2: plasmidi amb la seqüència de cDNA (incloent les regions 5’- i 3’-UTR) 

corresponent a l’HABP2 clonada. L’insert ha estat obtingut a partir d’un PCR amb els 

encebadors MG1309 i MG1310 utilitzant cDNA de fetge d’orada com a motllo. El fragment de 

PCR purificat està lligat al vector pGEM-T easy. 

pDsRedmonMCS-N: vector que expressa la proteïna d’interès fusionada a l’extrem N-terminal 

de DsRed-monomer, obtingut a partir del vector pDsRed-monomer-C1. Es va realitzar una 

restricció enzimàtica amb HindIII i BamHI per eliminar-ne el multi-cloning site (MCS) existent a 

la regió C-terminal. Posteriorment es va digerir per la diana AgeI, i es va inserir un nou MCS a la 

regió N-terminal, format a partir de la hibridació dels oligonucleòtids MG1207 i MG1208. 

Permet la localització de la proteïna de fusió in vivo si és excitat a una longitud d’ona de 561 

nm. 

pFlectin-DsRedmon: plasmidi que expressa la proteïna F-lectina d’orada fusionada a l’extrem 

N-terminal del vector pDsRedmonMCS-N. Obtingut mitjançant la digestió amb HindIII i BamHI 

del producte de PCR amplificat amb MG1403 i MG1404 i el plasmidi pGEM-Flectin com a 

motllo. 

pDsRedmon-Flectin: plasmidi que expressa la proteïna F-lectina d’orada fusionada a l’extrem 

C-terminal del vector pDsRed-monomer-C1. Obtingut mitjançant la digestió amb HindIII i 

BamHI del producte de PCR amplificat amb MG1105 i MG1106 i el plasmidi pGEM-Flectin com 

a motllo. 

pDsRedmon-RBP2: plasmidi que expressa la proteïna RBP2 d’orada fusionada a l’extrem C-

terminal del vector pDsRed-monomer-C1. Obtingut mitjançant la digestió amb HindIII i BamHI 

del producte de PCR amplificat amb MG1118 i MG1119 i el plasmidi pGEM-RBP2 com a motllo. 

pDsRedmon-RPS20: plasmidi que expressa la proteïna RPS20 d’orada fusionada a l’extrem C-

terminal del vector pDsRed-monomer-C1. Obtingut mitjançant la digestió amb HindIII i BamHI 

del producte de PCR amplificat amb MG1116 i MG1117 i el plasmidi pGEM-RPS20 com a motllo. 

pDsRedmon-HABP2: plasmidi que expressa la proteïna HABP2 d’orada fusionada a l’extrem C-

terminal del vector pDsRed-monomer-C1. Obtingut mitjançant la digestió amb HindIII i BamHI 

del producte de PCR amplificat amb MG1120 i MG1121 i el plasmidi pGEM-HABP2 com a 

motllo. 
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pcDNA3-cALT1k2: plasmidi que expressa cALT1 de S. aurata. Obtingut mitjançant la digestió 

amb HindIII i BamHI del producte de PCR amplificat amb MG1402 i IMAL20 i cDNA de fetge 

d’orada. La seqüència Kozak s’ha optimitzat per a una millor expressió de cALT1. 

pcDNA3-Flectin: plasmidi que expressa la proteïna F-lectina d’orada. El cDNA d’F-lectina s’ha 

clonat utilitzant el producte de PCR obtingut a partir del constructe pGEM-Flectin i els 

encebadors MG1037 i MG1038, i la posterior digestió enzimàtica del vector pcDNA3 i del 

producte de PCR amb els enzims HindIII i BamHI. 

pcDNA3-RPS20: plasmidi que expressa la proteïna RPS20 d’orada. El cDNA de RPS20 s’ha 

clonat utilitzant el producte de PCR obtingut a partir del constructe pGEM-RPS20 i els 

encebadors AA05 i AA06, i la posterior digestió enzimàtica del vector pcDNA3 i del producte de 

PCR amb els enzims HindIII i EcoRI. 

pcDNA3-RBP2: plasmidi que expressa la proteïna RBP2 d’orada. El cDNA d’RBP2 s’ha clonat 

utilitzant el producte de PCR obtingut a partir del constructe pGEM-RBP2 i els encebadors 

AA03 i AA04, i la posterior digestió enzimàtica del vector pcDNA3 i del producte de PCR amb 

els enzims HindIII i BamHI. 

pcDNA3-HABP2: plasmidi que expressa la proteïna HABP2 d’orada. El cDNA d’HABP2 s’ha 

clonat utilitzant el producte de PCR obtingut a partir del constructe pGEM-HABP2 i els 

encebadors AA01 i AA02, i la posterior digestió enzimàtica del vector pcDNA3 i del producte de 

PCR amb els enzims HindIII i BamHI. 

Tots els constructes es van verificar per seqüenciació (punt 3.4.12) de com a mínim dues 

colònies, en ambdós sentits, utilitzant oligonucleòtids que hibriden en zones flanquejant el lloc 

d’inserció, adients en cada cas segons el vector de partida (punt 3.2.6). 

3.4  Tècniques de biologia molecular 

3.4.1  Reacció en cadena de la polimerasa (PCR) 

La reacció en cadena de la polimerasa o PCR (de l’anglès Polymerase Chain Reaction) és una 

tècnica de biologia molecular utilitzada per amplificar un fragment de DNA fins a centenars de 

milions de còpies. Va ésser desenvolupada el 1983 per Kary Mullis, i s’ha convertit en una 

tècnica indispensable en la majoria de laboratoris d’investigació (Saiki et al, 1988). La zona a 

amplificar queda delimitada per dos oligonucleòtids (sentit i antisentit), que són 

complementaris a la seqüència coneguda que es vol amplificar. Aquests oligonucleòtids 



MATERIALS I MÈTODES  61 

 

funcionen com a encebadors per a la síntesi d’una nova cadena de DNA per part d’una DNA 

polimerasa termoestable. Les DNA polimerases que s’han utilitzat en aquesta tesi han estat: 

Taq polimerasa (Biotools): utilitzada de manera rutinària per fer PCR. 

Expand High Fidelity (Roche): utilitzada quan es requereix major fidelitat en l’amplificació, 

com ara en clonatges. 

Advantage 2 PCR system (Clontech): utilitzada en l’amplificació dels fragments de DNA en la 

tècnica del RACE-PCR. 

Els encebadors utilitzats han de ser específics, han de contenir entre 18 i 25 nucleòtids, tenir 

entre 50-70 % de residus G/C i minimitzar la formació de dímers o estructures secundàries. El 

disseny d’oligonucleòtids s’ha dut a terme utilitzant programes informàtics com Oligo Explorer 

1.5 i Oligo Analyzer 1.5 (Gene Link, 2010). 

Per dur a terme la reacció es requereix el DNA motllo, una parella d’encebadors, la DNA 

polimerasa, dNTPs per poder sintetitzar les noves cadenes, i un tampó que permeti les 

condicions de pH i sals òptimes per a què l’enzim funcioni. La majoria de tampons de reacció ja 

inclouen la concentració de MgCl2 òptima per a la reacció. En un tub s’ha de preparar la 

següent mescla de PCR: 

20-40 ng de DNA motllo 

1X tampó de polimerasa (segons la polimerasa) 

200 µM dNTPs 

0.2 µM oligonucleòtid sentit 

0.2 µM oligonucleòtid antisentit 

1.5 U DNA polimerasa 

H2O milliQ fins a 50 µL 

El procés es duu a terme en un termociclador, i s’inicia amb la desnaturalització del motlle de 

DNA per escalfament. Seguidament es disminueix a la temperatura òptima d’hibridació dels 

oligonucleòtids a les seqüències complementàries del DNA motllo. La següent etapa és 

l’elongació dels encebadors per la DNA polimerasa. Aquests tres passos es repetiran fins a un 

màxim de 35-40 vegades (cicles). Les noves cadenes formades a cada cicle funcionaran com a 

motlle en els cicles posteriors, aconseguint d’aquesta manera un creixement exponencial del 

nombre de cadenes de DNA. 
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Desnaturalització inicial  94 ºC 5 min 

Desnaturalització 

Hibridació 

Extensió 

variable* 

94 ºC 

variable** 

72 ºC 

30 seg 

30 seg 

variable*** 

Extensió final  72 ºC 5 min 

* El nombre de cicles pot oscil·lar fins a un màxim entre 35 i 40, depenent del nombre de 

còpies que es requereixi del fragment. 

** La temperatura d’hibridació depèn de cada parella d’oligonucleòtids (llargària, contingut en 

G/C). Modificar la temperatura d’hibridació produeix canvis en l’especificitat dels 

oligonucleòtids: a més temperatura, més específicament s’uneixen a la seqüència 

complementària. Per defecte s’ha utilitzat una temperatura d’hibridació al voltant dels 60 ºC. 

*** El temps d’extensió de la cadena varia en funció de la longitud del fragment que es vulgui 

amplificar. La majoria de DNA polimerases requereixen un minut per a l’elongació d’una Kb. 

3.4.2  Purificació i quantificació de DNA 

Per purificar fragments de DNA com ara els obtinguts directament com a producte de PCR o de 

modificacions enzimàtiques (restriccions enzimàtiques, fosforilacions i defosforilacions, etc), 

tant sigui a partir de solucions com des de gels d’agarosa, s’ha utilitzat el kit comercial High 

Pure PCR Product Purification Kit (Roche). El principi es basa en la unió selectiva del DNA a les 

fibres de vidre dels filtres utilitzats en presència de tiocianat de guanidina. El DNA unit es 

purifica en una sèrie de rentats per eliminar molècules i sals contaminants, i posteriorment 

s’elueix en una solució amb baixa concentració de sals. 

Per determinar la concentració dels àcids nucleics de la solució purificada s’ha utilitzat 

l’espectrefotòmetre NanoDrop ND-1000 (NanoDrop, Thermo Scientific), que permet efectuar 

determinacions en microgotes. Els àcids nucleics (DNA i RNA) absorbeixen a una longitud d’ona 

de 260 nm, mentre que les proteïnes ho fan a 280 nm. Per determinar la puresa dels àcids 

nucleics es calcula la relació A260/A280. Factors majors o iguals a 1.8 en el cas de DNA, i a 2 en el 

cas d’RNA, indiquen que la mostra es troba lliure de proteïnes, fenol, o d’altres contaminants 

que absorbeixen a la longitud d’ona de 280 nm. 

3.4.3  Electroforesi de DNA 

L’electroforesi en gel d’agarosa és un mètode utilitzat en biologia molecular pes separar i 

calcular la mida aproximada de fragments de DNA. Les molècules dels àcids nucleics se 

separen aplicant un camp elèctric per a què es desplacin les molècules carregades 

negativament a través d’una matriu d’agarosa. La mobilitat dels fragments de DNA és 
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inversament proporcional al logaritme de la seva mida i, per tant, les molècules més curtes 

passaran més fàcilment a través dels porus del gel i avançaran més ràpid. La concentració 

d’agarosa en el gel determina la resolució dels fragments de DNA a separar. Generalment 

s’utilitzen gels d’agarosa a l’1 % (p/v) per separar fragments de DNA de 0.4 a 6 Kb. Per separar 

fragments més petits s’utilitzen gels d’agarosa al 2 %. 

La visualització dels fragments de DNA en el gel es duu a terme mitjançant la incorporació 

d’una molècula que s’intercala en el DNA i la posterior observació en un transil·luminador amb 

llum UV. Tradicionalment s’utilitzava el bromur d’etidi com a agent intercalant, però donat que 

és un producte potencialment carcinogènic, s’ha anat substituint per altres reactius. En els 

nostres estudis utilitzàrem el producte Red Safe (iNtRON Biotechnology), seguint les 

instruccions del fabricant. 

Abans de sembrar els carrils per l’electroforesi, a cada mostra de DNA se li afegeix el tampó de 

càrrega, que conté glicerol per facilitar la càrrega als pous del gel donant-li densitat, i el 

colorant orange G per visualitzar el front durant l’electroforesi. 

A més, a cada gel d’electroforesi s’ha de reservar un carril per al marcador, per poder 

identificar la mida de les bandes que visualitzarem. Utilitzàrem el marcador GeneRuler 1 kb 

DNA Ladder (Fermentas), que inclou fragments de DNA de 250 a 10000 pb. 

L’electroforesi es realitza submergint el suport que conté el gel d’agarosa en una cubeta 

d’electroforesi amb tampó d’electroforesi TAE 1X, i aplicant 100V de corrent a temperatura 

ambient. 

Gel d’agarosa 

1. Pesar la quantitat d’agarosa adequada per al gel que requerim. 

2. Dissoldre l’agarosa en TAE 1X escalfant al microones. 

3. Atemperar la solució d’agarosa fins a 50 ºC, i afegir 5 µl de Red Safe (20000 X). 

4. Abocar la barreja al suport i col·locar les pintes que formaran els pous. 

5. Deixar solidificar el gel i retirar les pintes. 

Tampó d’electroforesi TAE 1X 

4 mM Tris HCl 

2 mM Na2EDTA·2H2O 

20 mM àcid acètic glacial 

Ajustar a pH 8 i autoclavar. 
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Tampó de càrrega de les mostres de DNA (6X) 

60 % glicerol 

0.25 % orange G 

Aquest tampó s’afegeix en una proporció de 1:5 (v/v) a les mostres de DNA. 

3.4.4  Digestió de DNA per restricció enzimàtica 

La digestió del DNA es duu a terme mitjançant els enzims de restricció, endonucleases de tipus 

II que s’uneixen al DNA i trenquen els enllaços fosfodièster en seqüències nucleotídiques 

específiques, en les dues cadenes del DNA. La major part de vectors comercials contenen una 

petita zona (polylinker o MCS) amb un gran nombre de llocs de reconeixement per a aquests 

enzims, la qual cosa fa que insertar DNA dins aquests plasmidis sigui especialment eficient. 

Les reaccions de restricció enzimàtica s’han dut a terme seguint les instruccions de les cases 

comercials, utilitzant cada enzim de restricció amb el tampó de reacció corresponent. En 

general es recomana utilitzar 1 U d’enzim per µg de DNA a digerir, incubant 1 hora a la 

temperatura descrita. 

3.4.5  Conversió d’extrems de DNA protuberants en roms 

El fragment Klenow es una proteïna gran que prové del trencament enzimàtic de la DNA 

polimerasa I d’Escherichia coli (E. coli). Aquest fragment conté les activitats 5’ → 3’ polimerasa 

i  3’ → 5’ exonucleasa, però ha perdut l’activitat 5’ → 3’ exonucleasa. Això la fa especialment 

útil per omplir extrems 5’ protuberants i formar extrems roms (fill-in) en presència de dNTPs, i 

digerir extrems 3’ protuberants (chew-back) en absència de dNTPs. 

3.4.5.1  Conversió d’extrems 5’ protuberants en roms (fill-in)  

1. Preparar en un tub els components de la reacció. 

Fragment de DNA (< 1 µg) 

0.5 µl de dNTPs 10 mM  

4 µl de 10X DNA polymerase buffer  (1X) 

2 µl de DNA polymerase Klenow (Roche) (10 U) 

2. H2O fins a 40 µl 

3. Incubar 15 min a 37 ºC. 

4. Incubar 10 min a 75 ºC per inactivar l’enzim. 

5. Purificar el DNA (punt 3.4.2). 
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3.4.5.2  Conversió d’extrems 3’ protuberants en roms (chew-back i fill-in) 

1. Preparar en un tub els components de la reacció. 

Fragment de DNA (< 1 µg) 

4 µl de 10X DNA polymerase buffer 

2 µl de DNA polymerase Klenow (Roche) 

H2O fins a 40 µl 

2. Incubar 1h a 37 ºC. 

3. Fill-in: afegir 0.5 µl de dNTPs 10 mM. 

4. Incubar 15 min a 37 ºC. 

5. Incubar 10 min a 75 ºC per inactivar l’enzim. 

6. Purificar el DNA (punt 3.4.2). 

3.4.6  Defosforilació de vectors 

La defosforilació dels extrems 5’ de plasmidis lineals és un mètode utilitzat per prevenir la seva 

recircularització en reaccions de lligació. És especialment útil quan el plasmidi s’ha linearitzat 

utilitzant un únic enzim de restricció (que formarà extrems cohesius), o quan el plasmidi, 

després de la digestió, ha quedat amb els extrems roms.  

1. Preparar en un tub els components de la reacció. 

10 µl de plasmidi digerit 

2 µl de 10X Calf Intestine Alkaline Phosphatase buffer 

2 µl de Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIP) 

6 µl H2O milliQ 

2. Incubar a 37 ºC durant 1 h. 

3. Incubar a 75 ºC durant 10 minuts per inactivar l’enzim. 

4. Purificar el DNA (punt 3.4.2).  

3.4.7  Hibridació d’oligonucleòtids 

Hi ha diferents mètodes per hibridar oligonucleòtids, però tots es basen en desnaturalitzar les 

cadenes complementàries per evitar la formació d’estructures secundàries, i després deixar 

que les cadenes hibridin de nou. L’eficiència d’aquest procés ve donada per la concentració de 

sals i el descens de la temperatura. L’eficiència augmenta quan la temperatura disminueix de 

manera lenta després de la desnaturalització, especialment quan els oligonucleòtids tenen alt 

contingut en G/C o formen estructures en forquilla.  
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1. Barrejar els dos oligonucleòtids equimolarment. 

2. Escalfar a 95 ºC de 3 a 5 minuts. 

3. Deixar refredar lentament fins que arribi a temperatura ambient. 

4. Congelar. 

3.4.8  Lligació de DNA 

La lligació del DNA està catalitzada per la DNA lligasa, que forma enllaços fosfodièster entre el 

grup 3’ hidroxil i el 5’ fosfat de residus adjacents de DNA. Aquesta reacció permet unir 

fragments de DNA de doble cadena amb extrems roms o cohesius per formar molècules de 

DNA recombinant. En aquesta tesi, s’ha utilitzat rutinàriament per unir un vector linearitzat i 

un insert de DNA, amb una relació molar de 1:3. 

1. Mesclar en un tub. 

4 µl dels fragments de DNA que han de ser lligats (insert i vector) 

1 µl de T4 DNA lligasa (Promega) 3 U/ml 

5 µl de 2x Rapid Ligation Buffer  (Promega) 

2. Incubar 1 hora a temperatura ambient, o tota la nit a 4 ºC. 

3.4.9  Transformació de cèl·lules bacterianes 

L’entrada de DNA plasmídic dins de cèl·lules bacterianes és un procés que es dóna a la natura 

sota determinades condicions i amb baixa eficiència. Al laboratori es pot induir amb 

procediments que fan la cèl·lula permeable al DNA. Típicament les cèl·lules s’incuben en una 

solució que contingui cations divalents, en condicions de baixa temperatura (per aconseguir 

que el DNA s’adhereixi a la superfície cel·lular, i que aquesta superfície estigui debilitada i més 

permeable) abans de ser sotmeses a xoc tèrmic o electroporació (el DNA entra a través dels 

porus de la membrana, o a través de la paret malmesa). 

3.4.9.1  Soques utilitzades 

La soca que utilitzarem per transformar DNA plasmídic és Escherichia coli DH5α, que té el 

següent genotip: 

E. coli DH5α: sup E44, ΔlacU169 (90 lac ZDN15), hsd R17, rec A1, gyr A96, thi-1, rel A1. 

La soca que utilitzàrem per als experiments d’inhibició del creixement bacterià va ésser 

Escherichia coli XL1-Blue, que té el següent genotip: 

E. coli XL1-Blue: supE44, hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, relA1, lac  F  proAB 

lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]. 
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3.4.9.2  Medis de cultiu 

Medi LB 

10 g/L de NaCl 

10 g/L de triptona 

5 g/L d’extracte de llevats 

20 g/L d’agar (només en el cas que es requereixi medi sòlid) 

Ajustar a pH  7 i autoclavar. 

Un cop refredat a 50 ºC, afegir l’antibiòtic que es necessiti, i plaquejar en cas que sigui 

medi sòlid. 

Antibiòtics 

Ampicil·lina (solució de treball: 100 µg/mL) 

Kanamicina (solució de treball: 50 µg/mL) 

Tetraciclina (solució de treball: 10 µg/mL) 

3.4.9.3  Obtenció de cèl·lules E. coli competents 

1. Inocular una alíquota de les cèl·lules en 10 mL d’LB i mantenir en agitació a 37 ºC 

durant 12-15 hores. 

2. Prendre una alíquota del cultiu i inocular-la en 50 mL d’LB. 

3. Deixar unes 2 h en agitació a 37 ºC fins que la OD600  sigui inferior o igual a 0.9, per 

assegurar-se que el cultiu està en fase exponencial de creixement. 

4. Centrifugar les cèl·lules a 600 x g durant 10 min. 

5. Retirar el sobrenedant i resuspendre les cèl·lules en 50 mL de MgCl2 100 mM fred.  

6. Centrifugar les cèl·lules a 600 x g durant 10 min.  

7. Retirar el sobrenedant i ressuspendre les cèl·lules en 10 mL de MgCl2 fred. 

8. Afegir 100 mL de CaCl2 100 mM fred, i deixar en gel de 60 a 90 min. 

9. Centrifugar a 600 x g durant 10 min. 

10. Retirar el sobrenedant i ressuspendre les cèl·lules en 12.5 mL de solució de 

ressuspensió (85 mM CaCl2, 15 % de glicerol).  

11. Aliquotar en tubs estèrils i congelar-les immediatament a -80 ºC.  

3.4.9.4  Transformació per xoc tèrmic 

1. Descongelar lentament sobre gel una alíquota de cèl·lules E. coli DH5α competents. 

2. Mesclar en un tub 80 µl de les cèl·lules amb 5 µl de DNA (si prové d’una lligació), o 

mesclar 20 µl de cèl·lules amb 0.5 µl de DNA (si és DNA plasmídic purificat). 
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3. Deixar en gel durant 15 minuts. 

4. Fer un xoc tèrmic a 42 ºC no més de 3 minuts. 

5. Deixar en gel 5 minuts. 

6. Afegir al tub 600 µl de medi LB sense antibiòtic. 

7. Incubar 1 h a 37 ºC. 

8. Centrifugar 30 segons a 13000 x g per sedimentar les cèl·lules, retirar parcialment el 

sobrenadant, deixant uns 100 µl de LB, i resuspendre les cèl·lules.  

9. Sembrar en plaques d’agar amb LB amb l’antibiòtic que es requereixi segons el 

plasmidi. 

10. Incubar durant 16-24 hores, fins al creixement de les colònies bacterianes. 

3.4.10 Obtenció de DNA plasmídic 

Per obtenir el DNA plasmídic lliure de DNA genòmic, proteïnes i restes cel·lulars, s’han utilitzat 

els kits comercials GenElute Plasmid Miniprep Kit i GenElute Plasmid Midiprep Kit (Sigma), en 

funció de la quantitat de DNA plasmídic que es necessités. Es deixa créixer un cultiu de cèl·lules 

E. coli transformades durant tota la nit en medi LB en presència de l’antibiòtic corresponent. Es 

recullen les cèl·lules per centrifugació i se sotmeten a lisi alcalina per alliberar el contingut 

cel·lular. Les restes cel·lulars, proteïnes, lípids i DNA genòmic es precipiten per centrifugació, i 

s’adsorbeix el DNA plasmídic en una columna de sílica en presència d’altes concentracions de 

sals. Els contaminants s’eliminen amb rentats en presència d’alta concentració de sals, i 

finalment el DNA s’elueix en baixa concentració de sals. 

3.4.11 Concentració de DNA plasmídic 

El DNA és una molècula polar donat la càrrega que proporcionen els grups fosfats i, per tant, és 

soluble en aigua, que també és altament polar. L’etanol és menys polar que l’aigua, i si 

s’afegeix a una solució aquosa d’àcids nucleics canvia les característiques generals de polaritat. 

Si la proporció d’etanol és superior al 64 % en solució aquosa, l’atracció elèctrica entre els 

grups fosfat i qualsevol ió positiu present en solució es torna suficientment estable com per 

formar unions iòniques i precipitar el DNA. Utilitzarem aquesta propietat per concentrar el 

DNA. 

1. Afegir un 10 % del volum inicial de plasmidi de solució NaAc 3 M, pH 5. 

2. Afegir 2 volums de EtOH absolut del volum inicial de plasmidi. 

3. Agitar bé al vortex. 

4. Deixar-ho de 15 minuts fins a un màxim de 2 h a -80 ºC. 
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5. Centrifugar 15 minuts a 13000 x g. 

6. Retirar el sobrenedant. 

7. Rentar el sediment amb 100 µl d’ EtOH al 70 %, sense resuspendre.  

8. Centrifugar 5 minuts a 13000 x g. 

9. Repetir els passos 7 i 8. 

10. Retirar tot el líquid, i deixar eixugar. 

11. Resuspendre en TE o H2O milliQ. 

3.4.12 Seqüenciació de DNA 

La seqüenciació del DNA plasmídic es va realitzar mitjançant un PCR utilitzant el kit comercial 

Big Dye Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems). El kit es basa en la tècnica de 

seqüenciació Sanger (Sanger et al, 1973), on cadascun dels quatre ddNTP està marcat amb un 

fluorocrom que emet a diferent longitud d’ona. El DNA producte de la PCR és precipitat i 

s’analitza per fluorimetria la Unitat de Genòmica dels Centres Científics i Tecnològics de la 

Universitat de Barcelona. 

Mescla de reacció 

1.5 µL mix terminator (proveït pel kit) 

5 pmol oligonucleòtid 

0.5 µg DNA a seqüenciar 

H2O fins 10 µL 

Condicions de la PCR 

Desnaturalització inicial  94 ºC 3 min 

Amplificació 30x 

94 ºC 

50 ºC  

72 ºC 

30 seg 

30 seg 

4 min 

    

3.4.13 Anàlisi bioinformàtica i introducció de seqüències en bases de dades 

Per a la manipulació i anàlisi bioinformàtica de les seqüències de DNA i proteïna s’han utilitzat 

diferents programes bioinformàtics. El següent llistat reuneix els principals programes utilitzats 

i els seus usos. 

Oligo Explorer v1.5 i Oligo Analyzer v1.5 (Gene Link, 2010): disseny d’oligonucleòtids. 

FinchTV v1.3.1 (Geospiza, 2005): visualització de seqüències de DNA en format .ab1. 

BLAST (National Library of Medicine): aliniament de seqüències de DNA i proteïna amb bases 

de dades. 
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Clustal W2 i Clustal Omega (EMBL-EBI, 2014): aliniament múltiple de seqüències de DNA i 

proteïna. 

The Sequence Manipulation Suite (Stothard, 2000): mapa de restricció, seqüència reversa 

complementària. 

Translate tool (Swiss Institute of Bioinformatics): traducció de seqüències de DNA a proteïna. 

SignalP 4.1 Server (Petersen, 2011): predicció de pèptids senyal en seqüències proteiques. 

Les seqüències de DNA obtingudes, que no han estat descrites prèviament, van ésser 

introduïdes a la base de dades GenBank, que forma part de la International Nucleotide 

Sequence Database Collaboration, compresa pel DNA DataBank of Japan (DDBJ), el European 

Molecular Biology Laboratory (EMBL), i GenBank al NCBI. 

3.4.14 Amplificació d’extrems de cDNA per RACE-PCR 

L’amplificació ràpida d’extrems de cDNA (sigles en anglès RACE) és una tècnica basada en la 

reacció en cadena de la polimerasa (PCR) que facilita el clonatge de seqüències senceres de 

cDNA quan només hi ha una seqüència parcial.  

Els protocols clàssics de 5’-RACE varien en el disseny, però són essencialment equivalents. La 

primera cadena de cDNA és sintetitzada a partir d’RNA total o poliA en una reacció de 

transcripció inversa (RT). Llavors una seqüència definida s’afegeix als extrems 3’ de la primera 

cadena de cDNA (extrem 5’ de l’mRNA) mitjançant una deoxitransferasa terminal (TdT), o per 

lligació d’un oligonucleòtid adaptador. Finalment, un encebador específic del gen s’utilitza 

conjuntament amb un encebador que hibridarà a la seqüència afegida a 3’ per poder 

amplificar la seqüència continguda entre els encebadors de l’adaptador i l’específic del gen 

que es troba a l’extrem 5’ del cDNA. La major limitació d’aquest procediment és que no hi ha 

selecció per a l’amplificació dels fragments d’RNA amb l’extrem 5’ intacte, ja que les etapes de 

PCR afavoreixen l’amplificació dels fragments més petits en detriment dels productes de 

llargada completa.  

L’amplificació ràpida d’extrems de cDNA mediada per RNA lligasa (RLM-RACE) representa una 

millora respecte la tècnica de RACE clàssica (Maruyama i Sugano 1994, Schaefer, 1995). El 

RLM-RACE està dissenyat per amplificar només cDNA de cadena completa, d’mRNA encaputxat, 

produint normalment una única banda després del PCR. Per dur a terme aquesta tècnica s’ha 

utilitzat el kit FirstChoice RLM-RACE kit (AM1700, Ambion).  

El procediment per a la realització del 5’ RLM-RACE s’inicia amb el tractament de l’RNA amb 

fosfatasa alcalina (CIP) per degradar els fosfats lliures a 5’ de molècules com l’RNA ribosomal, 
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mRNA fragmentat, tRNA i DNA genòmic contaminant. L’estructura de caputxa que es troba als 

extrems 5’ de l’mRNA intacte no està afectada per la CIP. Posteriorment l’RNA es tracta amb 

pirofosfatasa àcida (TAP) per eliminar la caputxa, deixant un fosfat lliure a 5’ on es lligarà un 

adaptador d’RNA. Una etapa de transcripció inversa generarà el cDNA sobre el qual es 

realitzarà el PCR (figura 9). Es pot millorar l’eficiència de l’amplificació de la banda desitjada 

realitzant un altre PCR utilitzant com a motllo el producte de PCR inicial (el que s’anomena 

amplificació secundària, PCR intern o nested-PCR). 

En el cas del 3’-RACE, la primera cadena de cDNA es pot sintetitzar a partir d’RNA total o poliA, 

utilitzant un adaptador per 3’-RACE  que hibridarà a la cua poliA de l’mRNA. 

 

Figura 9. Representació esquemàtica del procediment del 5’ RLM-RACE. L’RNA es tracta amb CIP 
per degradar tot el que no estigui protegit amb caputxó. Seguidament, es tracta amb TAP per 
retirar el caputxó, i seguidament es lliguen els adaptadors. L’RNA es retrotranscriu, i es fa la PCR. 
Imatge adaptada del manual del kit FirstChoice RLM-RACE Kit (Ambion). 
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3.4.14.1 Disseny d’oligonucleòtids 

Els encebadors específics dels gens per amplificar els extrems de cDNA utilitzant la tècnica 

RACE han de tenir una longitud de 20-24 parells de bases, i aproximadament un 50 % de 

contingut en G i C. S’ha d’evitar la presència de més de 3 residus G o C a les 5 últimes 

posicions a 3’, i evitar un residu G a l’extrem 3’-terminal. També és important minimitzar la 

formació d’estructures secundàries i dímers. Una temperatura de fusió elevada (superior a 

70 ºC) permet la utilització d’un programa de Touch Down PCR. 

Els encebadors específics de gen en el 5’-RACE han d’estar en la orientació inversa i 

complementària respecte la seqüència codificant de l’mRNA, ja que seran els encebadors 

antisentit. De la mateixa manera, els encebadors específics de gen en el 3’-RACE seran els 

encebadors sentit, i han d’estar en la mateixa orientació que la seqüència de l’mRNA. 

3.4.14.2  Tractament de l’RNA amb fosfatasa alcalina per 5’ RLM-RACE 

1. Mesclar en un tub: 

10 µg RNA (provinent d’RNA total) 

2 µL 10X CIP buffer  

2 µL fosfatasa alcalina (CIP)  

Fins 20 µL H2O lliure de nucleases 

2. Incubar 1 h a 37 ºC. 

3.4.14.3  Purificació de l’RNA 

1. Afegir al tub anterior: 

15 µL solució d’acetat d’amoni (proporcionada en el kit) 

115 µL H2O milliQ 

150 µL fenol àcid : cloroform 

2. Vortexar enèrgicament. Centrifugar a més de 10.000 x g durant 5 minuts a 

temperatura ambient. Transferir la fase aqüosa (capa superior) a un tub nou. 

3. Afegir 150 µL de cloroform, vortexar enèrgicament, centrifugar a més de 10.000 x g 

durant 5 minuts a temperatura ambient. Transferir la fase aqüosa (capa superior) a un 

nou tub. 

4. Afegir 150 µL d’isopropanol, vortexar enèrgicament i deixar en gel durant 10 minuts. 

5. Centrifugar a 13000 x g durant 20 minuts. Rentar el sediment amb 0.5 mL d’etanol 

70 % fred, centrifugar a 13000 x g durant 5 minuts. Retirar tot l’etanol i deixar que 

s’assequi el sediment. 
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6. Resuspendre el pellet en 11 µL d’aigua milliQ. Reservar 1 µL com a control de la reacció 

CIP. 

7. Continuar amb la següent reacció, o guardar a -20 ºC. 

3.4.14.4  Tractament de l’RNA amb fosfatasa àcida 

1. Mesclar en un tub: 

5 µL RNA tractat amb CIP 

1 µL 10X TAP buffer 

2 µL fosfatasa àcida de tabac (TAP) 

2 µL H2O lliure de nucleases 

2. Incubar durant 1 h a 37 ºC. 

3. Continuar amb la següent reacció, o guardar a -20 ºC. 

3.4.14.5  Lligació de l’adaptador 5’ RACE 

1. Mesclar en un tub: 

2 µL RNA tractat CIP/TAP 

1 µL adaptador 5’-RACE 

1 µL 10X RNA lligasa buffer 

2 µL T4 RNA lligasa (2.5 U/µL) 

4 µL H2O lliure de nucleases 

2. Incubar durant 1 h a 37 ºC. 

3. Continuar amb la següent reacció, o guardar a -20 ºC. 

3.4.14.6  Transcripció inversa per 5’ RLM-RACE 

1. Mesclar en un tub: 

2 µL RNA lligat 

4 µL dNTP  

2 µL Random decamers 

2 µL 10X RT Buffer 

1 µL RNase Inhibitor 

1 µL MMLV Reverse Transcriptase 

8 µL H2O lliure de nucleases 

2. Incubar 1h a 42 ºC. 

3. Guardar a -20 ºC o continuar al pas de PCR. 
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3.4.14.7  PCR extern per 5’ RLM-RACE 

1. Mesclar en tubs de PCR, en gel: 

1 µL reacció de RT 

5 µL 10X PCR Buffer 

4 µL dNTP 

2 µL 5’ RACE encebador específic de gen (10 µM) 

2 µL 5’ RACE Outer Primer 

38 µL Nuclease-free Water 

1 µL 50X DNA polymerase mix (Advantage 2 PCR system, Clontech) 

2. Realitzar el programa de TouchDown PCR següent: 

 

Desnaturalització inicial  94 ºC 3 min 

Amplificació TouchDown 5x 

94 ºC 

65 ºC 

72 ºC 

30 seg 

30 seg 

30 seg * 

Amplificació 35x 

94 ºC 

60 ºC 

72 ºC 

30 seg 

30 seg 

30 seg * 

Extensió final  72 ºC 7 min 

* Per dianes majors de 1 kb, afegir 1 minut al temps d’extensió a 72 ºC per cada kb.  

3.4.14.8  PCR intern per 5’ RLM-RACE 

1. Mesclar en tubs de PCR en gel: 

1 µL reacció de RT 

5 µL 10X PCR Buffer 

4 µL dNTP 

2 µL 5’ RACE encebador intern específic de gen (10 µM) 

2 µL 5’ RACE Outer Primer 

38 µL Nuclease-free Water 

1 µL 50X DNA polymerase mix (Advantage 2 PCR system, Clontech) 

2. Fer el programa de PCR seguint les condicions del PCR extern (punt 3.4.14.7). 

3.4.14.9  Transcripció inversa per 3’-RACE 

1. Mesclar en un tub: 

2 µL RNA (1 µg d’RNA total o 50 ng de poliA) 

4 µL dNTP  

2 µL 3’ RACE Adapter 
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2 µL 10X RT Buffer 

1 µL RNase Inhibitor 

1 µL MMLV Reverse Transcriptase 

8 µL Nuclease-free Water 

2. Incubar 1h a 42 ºC. 

3. Guardar a -20 ºC o continuar al pas de PCR. 

3.4.14.10  PCR extern per 3’ RLM-RACE.  

1. Mesclar en tubs de PCR en gel: 

1 µL reacció de transcripció inversa 

5 µL 10X PCR Buffer 

1 µL dNTP 

2 µL 3’ RACE encebador específic de gen (10 µM) 

2 µL 3’ RACE Outer Primer 

38 µL Nuclease-free Water 

1 µL 50X DNA polymerase mix (Advantage 2 PCR system, Clontech) 

2. Realitzar el programa de PCR següent: 

 

Desnaturalització inicial  94 ºC 3 min 

Amplificació 35x 

94 ºC 

60 ºC * 

72 ºC 

30 seg 

30 seg 

30 seg ** 

Extensió final  72 ºC 7 min 

* Utilitzar una temperatura d’anellament de 55 a 65 ºC. Un bon punt de partida són 

els 60 ºC, però la temperatura òptima s’ha de determinar empíricament. 

** Per dianes majors de 1 kb, afegir 1 minut al temps d’extensió a 72 ºC per cada kb.  

3.4.15 RT-PCR quantitativa a temps real (qRT-PCR) 

Una PCR convencional (punt 3.4.1) amplifica el DNA de la mostra de manera exponencial, 

duplicant el nombre de molècules en cada cicle d’amplificació. En la PCR a temps real, la 

quantitat de DNA amplificat es mesura després de cada cicle a través d’un fluorocrom reporter 

(Lee et al, 2004; Livak i Schmittgen 2001), que incrementa el seu senyal de manera 

proporcional al nombre de molècules generades en la fase exponencial de la reacció.  

El procés complet inclou l’aïllament de l’RNA, el seu pas a cDNA i l’amplificació mitjançant la 

PCR.  



76  MATERIALS I MÈTODES 

 

3.4.15.1  Aïllament d’RNA 

El fetge d’orada obtingut segons el punt 3.1.1.3 es pulveritza per assegurar 

l’homogeneïtzació de les diferents estructures hepàtiques i es manté congelat a -80 ºC fins 

al moment de la seva utilització. Per realitzar l’extracció d’RNA total a partir d’aquest teixit 

polvoritzat s’utilitza el kit comercial High Pure RNA Tissue Kit (Roche).  

Una vegada finalitzada l’extracció, es quantifica la concentració d’RNA i es detecta la 

possible existència de contaminants (DNA, proteïnes) mesurant l’absorbància a 260 nm i 

280 nm amb un espectrofotòmetre NanoDrop ND-1000 (NanoDrop, Thermo Scientific), tal 

com s’indica en el punt 3.4.2. Els tubs amb RNA es conserven a -80 ºC per evitar-ne la 

degradació, i quan es fa necessària la seva utilització es descongelen lentament sobre gel. 

3.4.15.2 Transcripció inversa de l’RNA (RT) 

La síntesi de la cadena de cDNA a partir del motllo d’RNA es dóna per acció d’una DNA 

polimerasa dependent d’RNA, la retrotranscriptasa (RT). A més del motlle d’RNA, aquesta 

polimerasa necessita dNTPs com a molècules base per a la síntesi, i encebadors per iniciar 

la nova cadena (hexàmers aleatoris o poliadenina). A la reacció s’afegeixen inhibidors 

d’RNAses per evitar la degradació de l’RNA.  

La reacció es duu a terme a 37 ºC durant una hora, incubant en un tub: 

1-5 µg RNA 

1X tampó de reacció 10X (10X MMLV-RT buffer, Promega) 

10 µmols dNTPs 

125 ng hexàmers aleatoris 

20 U RNAsin (RNase inhibitor, Promega) 

200 U MMLV-RT (Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase, Promega) 

H2O milliQ q.s.p. 20 µl 

3.4.15.3 PCR quantitativa a temps real (qPCR) 

Per monitoritzar l’amplificació de cDNA en la PCR s’utilitzà un agent reporter d’unió a 

cadena doble de DNA, el fluoròfor SYBR Green (Life Technologies). Quan la molècula 

s’intercala al DNA, la seva fluorescència s’incrementa enormement (Morrison et al, 1998). 

Durant el transcurs de la PCR la intensitat de la fluorescència incrementarà 

proporcionalment a la quantitat de doble cadena que hi hagi present.  

La reacció de PCR es duu a terme en un termociclador amb capacitat de detecció de 

fluorescència, en tubs òptics adaptats per no interferir en aquesta detecció. L’aparell 

utilitzat va ésser un StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life Technologies).  
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La reacció consta dels mateixos components que una PCR convencional a més del fluoròfor 

SYBR Green. La mescla de polimerases, fluorocrom i tampó de reacció s’obté 

comercialment (2X SYBR Green PCR Master Mix, Life Technologies). Els oligonucleòtids 

encebadors han de tenir una longitud entre 19 i 22 nucleòtids, amb un mínim del 50 % de 

residus G/C, i formar un fragment d’amplificació entre 50 i 300 pb.  

La mescla per cada mostra i gen a analitzar té un volum final de 40 µl, que es repartiran en 

dos tubs diferents de 18 µl per obtenir cada assaig per duplicat. 

20 µl 2X SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies) 

300 nM encebador sentit 

300 nM encebador antisentit 

3.2 µl cDNA diluït (variable) (obtingut en el punt 3.4.15.2) 

H2O milliQ q.s.p. 40 µl 

Condicions de la PCR: 

Desnaturalització inicial 
 50 ºC 2 min 

 95 ºC 10 seg 

Amplificació 40 x 
95 ºC 15 seg 

62 ºC 1 min 

 

El mètode utilitzat per determinar la quantitat del gen d’interès és el mètode comparatiu 

del llindar [Comparative threshold (CT) method (ΔΔCT)]. Un cop acabada la reacció, la 

fluorescència obtinguda es representa mitjançant una corba respecte el cicle de PCR. El 

cicle llindar o cycle threshold és el cicle on es detecta un increment significatiu de ΔRn 

(magnitud de la senyal de fluorescència generada durant la PCR a cada punt): aquest cicle 

ens donarà el valor de CT. Contra major és la quantitat de cDNA inicial, abans es detectarà 

el producte de PCR, i menor és el seu valor de CT. La fluorescència obtinguda es normalitza 

automàticament dividint la intensitat d’emissió del marcador reporter per la intensitat 

d’emissió de la referència passiva. En el cas de la nostra mescla comercial s’utilitzà ROX (6-

carboxi-X-rodamina) com a referència interna per normalitzar el senyal de SYBR Green.  

El valor de CT obtingut pel gen diana s’ha de normalitzar amb el valor de CT d’un o diversos 

gens normalitzadors, per obtenir el valor ΔCT. Com a gens normalitzadors s’han utilitzat els 

gens de l’RNA ribosomal 18S i de la β-actina. Aquest valor de ΔCT es calcula per a cada 

mostra que es desitja quantificar. 
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Una de les mostres de la sèrie analitzada s’escull com a valor de referència per efectuar la 

comparació entre la resta de les mostres, obtenint el valor de ΔΔCT. 

                                           

L’últim pas és transformar els valor en valors absoluts. 

                         

Abans de dur a terme la quantificació relativa de les mostres s’ha de dur a terme dos 

assajos previs per a cada gen a analitzar: la corba de dissociació dels oligonucleòtids i la 

corba de concentracions.  

Corba de dissociació dels oligonucleòtids  

Pas important en treballar amb SYBR Green com a agent reporter, ja que s’intercala en la 

doble cadena de DNA de manera inespecífica i es podrien detectar productes de PCR no 

específics, o la dimerització d’oligonucleòtids. El procediment es basa en comprovar que 

cada mostra dóna un únic pic de fluorescència a la temperatura de fusió del fragment 

d’amplificació, i que no hi ha cap detecció en els pous sense cDNA. A més és convenient fer 

una electroforesi del producte de PCR per comprovar que la mida i el nombre de bandes és 

l’esperat. 

Corba de concentracions  

Permet saber el rang de concentració inicial de mostra on obtindrem uns resultats de CT 

fiables. Es determina sotmetent diferents dilucions de cDNA a la reacció de qRT-PCR i 

representant els valors de CT obtinguts respecte els valors logarítmics de la dilució 

realitzada. La representació hauria de resultar una recta, tant en la representació pel gen 

normalitzador com en el d’estudi. 

3.5  Tècniques de cultiu de llevats – assaig de doble híbrid 

L’assaig doble híbrid es pot utilitzar per identificar noves interaccions proteïna-proteïna, 

confirmar interaccions ja detectades, i definir els dominis d’interacció entre dues proteïnes. 

Per dur a terme l’assaig de doble híbrid utilitzarem el kit comercial Matchmaker Yeast Two-

Hybrid library construction and screening kit (Clontech). 

En aquest sistema, el gen esquer s’expressa com a proteïna de fusió al DNA-BD del factor de 

transcripció GAL4, mentre que un altre gen o cDNA s’expressa com a proteïna de fusió a l’AD 

del mateix factor de transcripció (Fields i Song, 1989; Chien et al, 1991). Quan la proteïna de 
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fusió esquer i la proteïna de fusió de la biblioteca de cDNA interaccionen en una soca reportera 

de llevat com la AH109, el DNA-BD i el AD estan suficientment a prop com per activar gens 

reporters, com ADE2, HIS3, lacZ i MEL1. L’expressió d’aquests gens permetrà a la soca de llevat 

créixer en medis deficients en determinats aminoàcids (figura 10). 

 

Figura 10. Representació esquemàtica de l’assaig de doble híbrid. El domini d’unió al DNA del 
factor de transcripció GAL4 es fusiona a la proteïna esquer, i el domini activador del mateix factor 
es fusiona a les proteïnes presa. Quan les proteïnes presa i esquer interaccionen, el factor de 
transcripció es reconstitueix, i és capaç d’activar la transcripció de gens reporters. 

En aquesta tesi, el DNA-BD i AD de fusió es crearen clonant els cDNAs dins dels vectors 

d’expressió en llevat pGBKT7 i pGADT7-Rec, respectivament. En llevats, ambdós proteïnes 

s’expressen a alts nivells gràcies al promotor constitutiu ADH1.  

3.5.1  Soques de llevat utilitzades 

Les soques de llevat utilitzades en l’assaig doble híbrid i el seu genotip són les següents: 

AH109: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Δ, gal80Δ, LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-

HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ, MEL1. 

Y187: MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4Δ, met-, gal80Δ, 

URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ, MEL1. 

Abans de realitzar l’assaig, és important comprovar el fenotip de les soques AH109 i Y187, per 

a la qual cosa es va seguir el protocol següent: 

1. Per recuperar les cèl·lules des de l’stock congelat, prendre una mostra amb una punta 

estèril, i sembrar en una placa YPDA. 

2. Incubar les plaques a 30 ºC durant 3-5 dies, fins que les colònies apareguin. Propagar 

cultius addicionals únicament des de colònies aïllades en aquesta primera placa. 
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3. Repicar 3-4 colònies en plaques amb el medi selectiu SDM apropiat (taula a sota). 

4. Incubar les plaques a 30 ºC durant 4-6 dies. Els llevats creixen més lentament en medis 

selectius que en YPDA. 

5. Comparar els resultats amb la taula següent, i seguir només amb les colònies que 

tenen els fenotips esperats. El símbol + indica que el creixement ha de ser positiu, 

mentre que el símbol - indica que no hi ha d’haver creixement de la soca en el medi 

indicat. 

 SDM/-Ade SDM/-Met SDM/-Trp SDM/-Leu SDM/-His SDM/-Ura YPDA 

AH109 - + - - - + + 

Y187 - - - - - + + 

3.5.2  Medis i solucions utilitzades 

YPDA 

20 g/L peptona 

10 g/L extracte de llevat 

20 g/L agar (només en cas de ser medi sòlid) 

15 ml/L adenina hemisulfat 2 % 

Ajustar a pH 6.5 i autoclavar. 

Un cop el medi s’hagi refredat a 55 ºC, afegir 50 ml/L de glucosa al 40 % (concentració final 

de glucosa, 2 %). 

Plaquejar en cas que es tracti de medi sòlid. 

YPD 

20 g/L peptona 

10 g/L extracte de llevat 

20 g/L agar (només en cas de ser medi sòlid) 

Ajustar a pH 6.5 i autoclavar. 

Un cop el medi s’hagi refredat a 55 ºC, afegir 50 ml/L de glucosa al 40 % (concentració final 

de glucosa, 2 %). 

Plaquejar en cas que es tracti de medi sòlid. 
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SDM 

1.72 g/L YNB (Yeast Nitrogen Base) 

5 g/L sulfat d’amoni 

20 g/L agar (només en cas de ser medi sòlid) 

100 ml/L de suplement DO (Dropout) 10x o 1X sòlid comercial, segons convingui 

Les solucions DO permeten la creació de medis deficients en certs aminoàcids. Per 

exemple, un medi SDM/-Leu es prepara amb una base de SDM i el DO que contindrà 

tots els aminoàcids indicats excepte la leucina. Per preparar els suplements DO 10X es 

mesclen tots els nutrients, excepte el que volem excloure, en aigua destil·lada, i 

s’autoclava. 

Concentració DO 10X Nutrient 

200 mg/L  L-adenina hemisulfat, sal 

200 mg/L  L-arginina HCl 

200 mg/L  L-histidina HCl monohidrat 

300 mg/L  L-isoleucina 

1000 mg/L  L-lisina HCl 

200 mg/L  L-metionina 

500 mg/L  L-fenilalanina 

2000 mg/L  L-treonina 

200 mg/L  L-triptòfan 

300 mg/L  L-tirosina 

200 mg/L  L-uracil 

1500 mg/L  L-valina 

Ajustar a pH 5.8 i autoclavar. 

Un cop el medi s’hagi atemperat a 55 ºC, afegir glucosa fins a una concentració final del 

2 %, i l’antibiòtic si es requereix (especificat en cada cas). 

Plaquejar en cas que es tracti de medi sòlid. 

3.5.2  Tests previs a l’assaig de doble híbrid 

Un cop clonat el gen esquer dins del vector pGBKT7 cal realitzar dos tests abans de continuar 

amb l’assaig de doble híbrid. Es tracta dels tests d’activació transcripcional i de toxicitat de la 

proteïna de fusió al DNA-BD. 
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3.5.2.1  Test d’activació transcripcional del DNA-BD de fusió 

Aquest protocol es basa en comprovar que la proteïna de fusió al DNA-BD no és capaç per 

si sola de promoure la transcripció dels gens reporters. 

1. Transformar les soques AH109 i Y187 amb el constructe de fusió utilitzant una 

transformació a petita escala.  

2. Plaquejar els transformants en els medis següents: 

SDM/-Trp 

SDM/-His/-Trp 

SDM/-Ade/-Trp 

3. Analitzar els resultats. 

Proteïna esquer inactiva: les colònies no creixen en el medi SDM/-His/-Trp ni 

SDM/-Ade/-Trp. 

Proteïna esquer activa: les colònies creixen en el medi SDM/-His/-Trp o SDM/-

Ade/-Trp. 

3.5.2.2  Test de toxicitat del DNA-BD de fusió 

Aquest protocol es basa en comparar el rati de creixement en medi líquid de la soca Y187 

transformada amb el vector buit i amb el vector que expressa el gen esquer. Si la soca que 

expressa la proteïna esquer creix significativament més lenta, la proteïna pot ésser tòxica 

per a la cèl·lula de llevat. 

1. Inocular 50 ml de SDM/-Trp/Kan (20 µg/ml) amb una colònia gran (2-3 mm). 

2. Incubar a 30 ºC durant 16-24 hores amb agitació de 250-270 rpm. 

3. Comprovar la OD600 del cultiu: ha de ser ≥0.8. Si és inferior a 0.8, la proteïna de fusió al 

DNA-BD podria ser tòxica. 

4. Centrifugar a 600 x g durant 5 minuts. 

5. Resuspendre en 5 ml de medi líquid SDM/-Trp. Comptar les cèl·lules utilitzant un 

hemacitòmetre. La densitat cel·lular ha de ser ≥1 x 109 cèl·lules/ml. 

6. Utilitzar aquesta soca transformada per aparellar-la amb la soca AH109 que contingui 

la biblioteca de fusió al AD. 

3.5.3  Construcció de la biblioteca de cDNA de fetge d’orada 

La construcció de la biblioteca es va dur a terme prèviament en el laboratori a partir d’RNA 

aïllat de fetge d’orada, seguint el protocol proporcionat pel kit comercial Matchmaker Yeast 

Two-Hybrid library construction and screening kit (Clontech). 
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3.5.4  Preparació de cèl·lules de llevat competents 

1. Inocular una colònia de 2-3 mm de diàmetre en 3 ml de medi YPDA en un tub de 

centrífuga de 15 ml. 

2. Incubar a 30 ºC en agitació durant 8 hores. 

3. Transferir 5 µl del cultiu a un erlenmeyer de 250 ml que contingui 50 ml de medi YPDA. 

4. Incubar a 30 ºC en agitació a 230-250 rpm durant 16-24 hores. La OD600 ha d’arribar a 

0.15-0.3. 

5. Centrifugar les cèl·lules a 700 x g durant 5 minuts a temperatura ambient. 

6. Descartar el sobrenedant i resuspendre les cèl·lules en 100 ml de medi YPDA. 

7. Incubar a 30 ºC durant 3-5 hores (fins que la OD600 sigui de 0.4-0.5). 

8. Centrifugar les cèl·lules a 700 x g durant 5 minuts a temperatura ambient. 

9. Descartar el sobrenedant i resuspendre les cèl·lules en 60 ml d’aigua destil·lada estèril. 

10. Centrifugar les cèl·lules a 700 x g durant 5 minuts a temperatura ambient. 

11. Descartar el sobrenedant i resuspendre en 3 ml de solució 1.1X TE/LiAc (550 µl TE 10X, 

550 µl LiAc 10X, 3.9 mL d’aigua destil·lada estèril). 

12. Separar la solució en dos tubs eppendorf de 1.5 ml. 

13. Centrifugar a 13000 x g durant 15 segons. 

14. Descartar el sobrenedant i resuspendre les cèl·lules en 600 µl de solució 1.1X TE/LiAc. 

3.5.5  Transformació de llevats a petita escala 

1. Preparar cèl·lules de llevat competents (punt 3.5.4). 

2. En tubs eppendorf de 1.5 ml afegir seguint aquest ordre: 

250 ng de DNA 

5 µl de Herring Testes Carrier DNA (10mg/ml, proporcionat pel kit), 

desnaturalitzat* 

50 µl de cèl·lules competents  

500 µl de solució de PEG/LiAc (proporcionat pel kit) 

* escalfar a 100 ºC durant 5 minuts, i repetir el procés abans d’afegir al tub. 

3. Incubar a 30 ºC durant 30 minuts. Agitar cada 10 minuts. 

4. Afegir 20 µl de DMSO a cada tub, barrejar, i incubar a 42 ºC durant 15 minuts. Agitar 

cada 5 minuts. 

5. Centrifugar a 13000 x g durant 15 segons. 
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6. Retirar el sobrenedant i resuspendre les cèl·lules en 1 ml de YPD Plus Liquid Medium 

(proporcionat pel kit). 

7. Incubar a 30 ºC durant 90 minuts. 

8. Centrifugar a 13000 x g durant 15 segons. 

9. Descartar el sobrenedant i resuspendre les cèl·lules en 1 ml de NaCl Solution 

(proporcionada pel kit). 

10. Sembrar en el medi que requereixi el plasmidi transformat. 

11. Incubar les plaques a 30 ºC durant 2-4 dies, fins que apareguin les colònies. 

3.5.6  Cribatge de la biblioteca per aparellament de llevats 

3.5.6.1  Transformació de la soca AH109 amb el cDNA de doble cadena (ds 

cDNA) i el vector pGADT7-Rec 

1. Preparar cèl·lules competents. 

2. Mesclar en un tub de 15 ml 

20 µl ds cDNA (obtingut al punt 3.5.3) 

6 µl pGADT7-Rec (0.5 µg/µl) 

20 µl Herring Testes Carrier DNA, desnaturalitzat (punt 3.5.5) 

3. Afegir 600 µl de cèl·lules competents al DNA. 

4. Mesclar suaument al vòrtex. 

5. Afegir 2.5 ml de solució PEG/LiAc (proporcionada pel kit). 

6. Incubar 45 minuts a 30 ºC. Mesclar cada 15 minuts. 

7. Afegir 160 µl de DMSO, mesclar, i incubar 20 minuts en un bany a 42 ºC. Mesclar les 

cèl·lules cada 10 minuts. 

8. Centrifugar a 700 x g durant 5 minuts. 

9. Descartar el sobrenedant i resuspendre en 3 ml de YPD Plus Liquid Medium 

(proporcionat pel kit). 

10. Incubar en agitació durant 90 minuts a 30 ºC. 

11. Centrifugar a 700 x g durant 5 minuts. 

12. Descartar el sobrenedant i resuspendre en 30 ml de solució de NaCl al 0.9 %. 

3.5.6.2  Selecció dels transformants en plaques SDM/-Leu 

1. Sembrar 150 µl a cada placa de 150 mm. Per calcular l’eficiència de la transformació, 

sembrar 100 µl de dilucions 1:10, 1:100, 1:1000 i 1:10000 en plaques de 100 mm 

SDM/-Leu. 



MATERIALS I MÈTODES  85 

 

2. Incubar les plaques cap per avall a 30 ºC fins que apareguin colònies (3-6 dies). 

3. Calcular l’eficiència de transformació (nombre de transformants/ 3 µg pGADT7-Rec). 

3.5.6.3  Recollida dels transformants 

1. Refredar les plaques a 4 ºC durant 3-4 hores. 

2. Afegir 5 ml de medi de congelació a cada placa (YPD, 25 % (v/v) glicerol). 

3. Utilitzar comptes de vidre estèrils per disgregar les cèl·lules en el líquid. 

4. Combinar tots els líquids en un tub estèril i barrejar bé. 

5. Comprovar i ajustar la densitat cel·lular a ≤ 2 x 107 cèls/ml amb un hemacitòmetre. 

6. Aliquotar i guardar a -80 ºC. 

7. Per determinar el títol de la biblioteca, sembrar 100 µl de dilucions 1:100, 1:1000 i 

1:10000 en plaques de 100 mm SDM/-Leu. Incubar a 30 ºC fins que apareguin colònies, 

comptar-les i calcular el nombre de clons a la biblioteca. 

3.5.6.4  Aparellament de la soca de la biblioteca (presa) amb la soca esquer 

1. Descongelar una alíquota de 1 ml de la soca AH109 transformada amb la biblioteca. 

2. Combinar el cultiu de 5 ml de la soca esquer Y187 (punt 3.5.2.2) i l’alíquota de la soca 

que conté la biblioteca AH109 en un erlenmeyer de 2 L. 

3. Afegir 45 ml de 2X YPDA/Kan (50 µg/ml) i barrejar. 

4. Rentar el vial de la soca AH109 amb dues alíquotes de 1 ml de 2X YPDA/Kan (50 µg/ml) 

i afegir-ho. 

5. Incubar a 30 ºC durant 20-24 hores amb agitació suau (30-50 rpm). Una agitació major 

podria reduir significativament l’eficiència de l’aparellament. 

6. Centrifugar a 1000 x g durant 10 minuts. Mentrestant, rentar el flascó dues vegades 

amb 50 ml de 0.5X YPDA/Kan (50 µg/ml) i utilitzar-ho per resuspendre les cèl·lules. 

7. Centrifugar a 1000 x g durant 10 minuts. Resuspendre les cèl·lules en 10 ml de 0.5X 

YPDA/Kan (50 µg/ml), i mesurar el volum total de cèl·lules en el medi. 

3.5.6.5  Selecció dels llevats diploides que expressen les proteïnes amb 

potencial d’interacció 

1. Per determinar l’eficiència de l’aparellament, plaquejar 100 µl de dilucions 1:100, 

1:1000 i 1:10000 en plaques de 100 mm SDM/-Leu, SDM/-Trp i SDM/-Leu/-Trp. 

2. Plaquejar la resta de volum en plaques TDO (Triple Dropout Medium, SDM/-His/-Leu/-

Trp) i QDO (Quadruple Dropout Medium, SDM/-Ade/-His/-Leu/-Trp), utilitzant 200 µl 

per cada placa de 150 mm. 
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3. Incubar de 5 a 7 dies a 30 ºC, fins que apareguin colònies. Les colònies esperades són 

de color blanc o rosa pàl·lid i poden mesurar més de 2 mm.  

4. Fer el recompte del creixement en les plaques SDM/-Leu, SDM/-Trp i SDM/-Leu/-Trp i 

calcular l’eficiència de l’aparellament i el nombre de colònies cribades (punt 3.5.6.6). 

5. Replicar en plaques de medi QDO les colònies que han crescut en medi TDO. Incubar a 

30 ºC durant 3-8 dies. 

3.5.6.6  Càlcul de l’eficiència de l’aparellament i el nombre de colònies 

cribades 

1. Comptar les colònies (UFC) que han crescut en els medis SDM/-Leu, SDM/-Trp i SDM/-

Leu/-Trp en les dilucions on la placa tingui 30-300 UFC. 

2. Calcular les UFC/ml viables en cada medi seguint la fórmula: 

   

                                 
               

Les UFC/ml en medi SDM/-Leu corresponen a la viabilitat de la soca Y187, mentre 

que en medi SDM/-Trp corresponen a la viabilitat de la soca AH109. Les UFC/ml en 

medi SDM/-Leu/-Trp indiquen la viabilitat dels diploides. La soca amb la viabilitat 

més baixa és la soca limitant. 

3. Calcular l’eficiència de l’aparellament seguint la fórmula: 

                    

                          
                      

4. Calcular el nombre de clons cribats: 

                                          ó                              

3.5.7  Anàlisi de les interaccions positives 

Els transformants AD/biblioteca poden contenir més d’un plasmidi, la qual cosa pot complicar 

l’anàlisi dels possibles positius. Per aquesta raó és convenient resembrar les colònies positives 

en els medis restrictius TDO i QDO 2 o 3 vegades per segregar els plasmidis AD/biblioteca i 

recomprovar-ne el fenotip. D’aquesta manera també serà més fàcil aïllar els plasmidis per a la 

seva posterior identificació. 

3.5.7.1  Recuperació de l’insert de cDNA de la biblioteca assajada 

1. Aïllar el plasmidi del llevat utilitzant un kit d’aïllament de plasmidis en llevats, 

Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep II (Zymo Research). 

2. Transformar l’extracte de plasmidi del llevat en una soca d’E. coli (punt 3.4.9.4). 
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3. Plaquejar en medi LB amb ampicil·lina per seleccionar només els plasmidis AD/ 

biblioteca . 

4. Purificar el plasmidi AD/biblioteca, analitzar-lo per PCR per identificar-ne la mida i 

seqüenciar-lo per identificar la proteïna que codifica. 

3.6  Tècniques de cultiu de línies cel·lulars 

El manteniment dels cultius cel·lulars es realitza en condicions estèrils per tal d’evitar 

contaminacions. La manipulació dels cultius es duu a terme en una campana de flux laminar, 

que es manté irradiada amb llum ultravioleta quan no s’utilitza. La superfície de la campana es 

descontamina amb etanol al 70 % o amb altres productes (Virkon, Bayer), abans i després de 

cada ús. Tot el material utilitzat ha de ser estèril, ja sigui estèril d’origen, o esterilitzat per 

autoclau o amb un filtre de 0.22 µm.  

Les diferents línies cel·lulars es mantenen congelades en criotubs en nitrogen líquid, tot i que 

per períodes curts es poden mantenir congelades a -80 ºC. Per tal d’aconseguir la major 

viabilitat cel·lular, la congelació es produeix lentament en presència d’un agent crioprotector, 

per evitar la formació de cristalls que puguin malmetre la integritat cel·lular, i la descongelació 

es produeix ràpidament, per eliminar el crioprotector (que és potencialment tòxic). 

Per norma general, la confluència en una placa de cultiu provoca canvis bioquímics, funcionals 

i morfològics que convé evitar. La dilució del cultiu s’aconsegueix amb la tripsinització, una 

tècnica que permet recuperar les cèl·lules adherides a la placa. La freqüència amb que s’haurà 

d’aplicar és variable, ja que les condicions de creixement (medi de creixement, condicions 

ambientals, ritme de divisió, etc.) són diferents per a cada línia cel·lular. 

3.6.1  Línies cel·lulars utilitzades 

Cèl·lules SBL (Castric, 1984): línia cel·lular adherent derivada de larva de llobarro (Sea bass 

larvae). Les cèl·lules creixen en medi MEM suplementat amb un 10 % de sèrum fetal boví (FBS), 

100 UI/ml de penicil·lina i 50 µg/ml d’estreptomicina. Aquesta línia cel·lular es cultiva a 

temperatura ambient i no requereix una atmosfera amb intercanvi de CO2. 

Cèl·lules 293A (ATCC CRL-1573): línia cel·lular adherent derivada de ronyó embrionari humà. 

La línia cel·lular 293A és un subclon de la línia cel·lular HEK293 amb una millor adherència a la 

placa. Les cèl·lules creixen en medi DMEM suplementat amb un 10 % de sèrum fetal boví (FBS), 

2 mM de glutamina, 110 mg/L de piruvat sòdic, 100 UI/ml de penicil·lina i 50 µg/ml 

d’estreptomicina. Les condicions de cultiu d’aquesta línia són en un incubador a 37 ºC i una 

atmosfera humida amb el 5 % de CO2. 
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3.6.2  Medis i reactius 

MEM, Hank’s balanced salts: Minimum Essential Medium (21575-022, Gibco, Life 

Technologies) que conté la mescla de sals òptima pel creixement en atmosfera sense 

intercanvi de CO2. 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco, Life Technologies). 

FBS: Foetal Bovine Serum (Gibco, Life Technologies). Cal escalfar-lo a 50 ºC durant 20 minuts 

abans de ser utilitzat, per tal d’inactivar les proteïnes del complement. 

Penicil·lina/estreptomicina:  solució de 10000 UI/mL penicil·lina i 5000 µg/mL estreptomicina 

(Gibco, Life Technologies). 

TrypLE Express: derivat de la tripsina amb un origen no animal que redueix el dany cel·lular 

que causen els altres enzims presents en els extractes de tripsina convencionals (12605-010, 

Gibco, Life Technologies). 

OptiMEM: medi formulat especialment per utilitzar en les mescles de transfecció mediada per 

polímers o lípids catiònics (31985-062, Gibco, Life Technologies). 

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, amb un pH de 7.4 i 

esterilitzat. 

3.6.3  Arrencada, manteniment i congelació de cultius cel·lulars 

3.6.3.1  Arrencada del cultiu cel·lular 

1. Descongelar el criotub amb les cèl·lules ràpidament a 37 ºC. 

2. Transferir les cèl·lules a un tub de centrífuga amb 7ml de medi. 

3. Centrifugar a 200 x g durant 5 minuts.  

4. Aspirar el sobrenedant i resuspendre les cèl·lules en el medi idoni. 

5. Transferir a les ampolles o plaques amb medi. 

3.6.3.2  Manteniment del cultiu: tripsinització 

1. Aspirar el medi completament amb una pipeta de vidre. 

2. Fer un rentat amb 5 ml de PBS 1X. Aspirar completament. Aquest pas garanteix que no 

quedi medi que pugui inactivar la tripsina. 

3. Afegir 1 ml de TrypLE Express, i deixar actuar 5 minuts. 

4. Resuspendre les cèl·lules en medi complet. 
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5. Repartir en ampolles o plaques noves, que ja contindran la resta del medi fins arribar 

al volum final. 

3.6.3.3  Congelació del cultiu cel·lular 

1. Tripsinitzar. 

2. Resuspendre en medi i centrifugar a 200 x g durant 2-3 minuts. 

3. Resuspendre les cèl·lules en 1 ml de solució de congelació, que conté el medi, un 20 % 

de sèrum fetal boví, i 10 % de DMSO (agent crioprotector), i guardar en un criotub.  

4. Congelar a -80 ºC el criotub dins un recipient Mr. Frosty (Nalgene), que garanteix una 

baixada d’un grau centígrad per minut. 

3.6.4  Transfecció transitòria de cèl·lules 

La transfecció és el procés d’introduir àcids nucleics dins de cèl·lules eucariotes, utilitzant 

mètodes no virals. Típicament implica obrir transitòriament porus a la membrana cel·lular, 

permetent l’entrada de material dins la cèl·lula. El procés de la transfecció es pot dur a terme 

mitjançant diferents mètodes, tant físics, com l’electroporació, com també químics, com ara el 

fosfat càlcic, o molècules catiòniques per produir liposomes, que es fusionaran a la membrana 

i dipositaran el seu contingut a dins. 

3.6.4.1  Transfecció pel mètode del fosfat càlcic 

Aquest mètode es basa en la coprecipitació del DNA exogen amb fosfat càlcic, facilitant la 

penetració del DNA en la cèl·lula (Graham i Van der Eb, 1973). La maquinària de 

transcripció endògena permetrà expressar els gens transfectats. Va ésser el mètode 

utilitzat en aquesta tesi per transfectar la línia cel·lular 293A. Un cop disposem de les 

cèl·lules en plaques de 6 pous en quantitat adequada (50 % de confluència), procedim a la 

transfecció. 

1. Preparar en un tub la mescla de transfecció per a cada pou de 3 cm de diàmetre. 

6 µg de plasmidi total 

H2O milliQ fins 90 µL 

2. Afegir a la mescla 10 µL de CaCl2 2,5 M i mesclar amb el vòrtex. 

3. Afegir gota a gota 100 µL de BBS 2X a l’interior del tub eppendorf anterior, mentre es 

mescla al vòrtex. 

4. Comprovar a un microscopi de contrast de fases 1 µL de la mescla, per observar la 

formació dels precipitats (temps màxim de 20 minuts). 

5. Transfectar el pouet amb els 200 µL de la mescla. 
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6. Incubar les cèl·lules durant 48 hores per permetre l’expressió dels gens transfectats. 

7. Recollir les cèl·lules. 

BBS 2X 

50 mM BES pH 7.0 

280 mM NaCl 

1.5 mM Na2HPO4 

El pH adequat per a la formació dels precipitats és 7. Com que el pH del BBS 2X és un 

paràmetre crític per a la formació d’un precipitat adequant, es recomana realitzar proves 

del BBS 2X en un rang de pH entre 6.8 i 7.2.  

3.6.4.2  Transfecció mitjançant l’agent de transfecció Turbofect 

El Turbofect (Fermentas) és un reactiu de transfecció formulat a base d’un polímer catiònic 

en aigua. El polímer forma complexos compactes i estables amb el DNA carregats 

positivament. Aquests complexos protegeixen el DNA de la degradació i en faciliten 

l’entrada dins de les cèl·lules eucariotes. En aquest treball va ésser el mètode d’elecció per 

transfectar la línia cel·lular SBL, i la línia cel·lular 293A en el cas d’experiments de 

microscòpia. Un cop disposem de les cèl·lules en plaques de 6 pous en quantitat adequada 

(60-70 % de confluència), procedim a la transfecció. 

1. Preparar en un tub en l’ordre indicat la mescla de transfecció per un pou de 3 cm de 

diàmetre. 

94 µL OptiMEM 

4 µg de plasmidi total 

6 µL Turbofect (agitat prèviament el vòrtex) 

2. Mesclar al vòrtex breument. 

3. Esperar 10 minuts. 

4. Transfectar el pouet amb els 100 µL de la mescla. 

5. Incubar les cèl·lules durant 48 hores per permetre l’expressió dels gens transfectats. 

6. Recollir les cèl·lules. 

3.6.5  Anàlisi de l’activitat enzimàtica en extractes cel·lulars 

3.6.5.1  Obtenció dels extractes cel·lulars 

Per obtenir els extractes cel·lular a partir de cèl·lules transfectades s’utilitzà un reactiu de 

lisi cel·lular, CCLR (Cell culture lysis reagent, Promega). Aquest reactiu evita la degradació 
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de les proteïnes i en manté les seves propietats. És apte per mesurar activitats 

enzimàtiques en els extractes cel·lulars obtinguts si es mantenen en fred. El protocol 

adaptat a plaques de sis pous és el següent: 

1. Aspirar el medi. 

2. Rentar cada pou amb 1 ml de PBS 1X. 

3. Aspirar el PBS i afegir a cada pou 300 µL del reactiu CCLR. 

4. Deixar actuar durant 10-15 minuts. 

5. Transferir el lisat a un tub eppendorf i centrifugar a 13000 x g durant 15 segons a 

temperatura ambient. 

6. Transferir el sobrenedant a un tub eppendorf nou i mantenir a 4 ºC. 

7. Quantificar la proteïna total en l’extracte (punt 3.7.2). 

8. Mesurar les activitats enzimàtiques que es requereixin (punts 3.6.5.2 i 3.7.3). 

3.6.5.2  Assaig de β-galactosidasa 

En totes les mescles de transfecció on es requereix una posterior normalització de 

l’eficiència de la transfecció s’hi inclou un plasmidi que expressa el gen de la β-

galactosidasa sota el promotor del citomegalovirus (pCMVβ). La quantitat de proteïna 

expressada es pot mesurar amb una reacció enzimàtica acoblada a un assaig colorimètric, i 

ens permetrà saber la relació de cèl·lules que han introduït plasmidi al seu interior, ja que 

la β-galactosidasa trenca el substrat O-nitrofenil-β-D-galactopiranòsid (ONPG) en dos 

compostos, un del quals és de color groc (O-nitrofenil, ONP), i es pot mesurar a OD420. 

                              ONPG            
β-galactosidasa

            ONP + galactosa 

 

1. Mesclar 50 µl d’extracte cel·lular amb 100 µl de la mescla següent: 

0.3 mM MgCl2 

0.9 mM ONPG (Applichem) 

13.5 mM β-mercaptoetanol 

0.1 M tampó fosfat (NaH2PO4/Na2HPO4) pH 7.5 

2. Incubar a 37 ºC fins que la mescla adquireixi una coloració groga.  

3. Aturar la reacció amb 250 µl de 0.5 M Na2CO3. 

4. Llegir a l’espectrefotòmetre a OD420. 
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3.6.6  Muntatge de cèl·lules per visualització en microscopi confocal 

Per a la correcta visualització de cèl·lules en un microscopi confocal, el suport on creixen ha de 

tenir unes característiques de refracció de la llum particulars. Per poder-les complir, es poden 

utilitzar cambres de cultiu aptes per la visualització al microscopi, amb un índex de refracció 

apropiat i un gruix específic que emula el d’un vidre cobreobjectes, o dipositar cobreobjectes 

estèrils dins dels pous on es cultiven normalment. Les cèl·lules, a més, s’han de fixar amb 

paraformaldehid (o metanol) per mantenir les estructures cel·lulars intactes. Posteriorment la 

preparació es munta a un portaobjectes, per així facilitar-ne la manipulació en la visualització 

al microscopi. 

3.6.6.1  Sembra 

1. Submergir els cobreobjectes en etanol al 70 %. 

2. Amb unes pinces, agafar el cobreobjectes i esterilitzar-lo a la flama. Deixar que 

s’evapori tot l’etanol. 

3. Dipositar un cobreobjectes a cada pou d’una placa de 6 pous. 

4. Plaquejar les cèl·lules segons el procediment habitual. 

3.6.6.2  Recol·lecció 

1. Mantenir les plaques amb el cultiu de cèl·lules en gel durant tots els passos. 

2. Fer tres rentats consecutius amb PBS 1X de cada pou. 

3. Afegir 1 ml de paraformaldehid/PBS al 4 %. 

4. Fixar les cèl·lules durant 10 minuts. 

5. Fer tres rentats consecutius amb PBS 1X de cada pou. 

6. Deixar les cèl·lules en PBS 1X. 

4 % Paraformaldehid/PBS 

1. Mesurar 100 ml de PBS 1X, i posar-ho en un flascó amb 4 g de paraformaldehid. 

2. Cobrir amb parafilm i treballar en una campana de gasos. 

3. Posar en una placa calefactora en agitació moderada, escalfar i afegir NaOH 2M fins 

que es torni transparent. Afegir HCl 2M fins arribar a pH neutre. 

4. Deixar en agitació fins que es refredi. 

5. Aliquotar en tubs falcon de 50 ml i guardar al congelador a -40 ºC. 

3.6.6.3  Muntatge al portaobjectes 

1. Posar 20-30 µl de Mowiol al portaobjectes, a la posició on es col·locarà el 

cobreobjectes, intentant que no quedi cap bombolla. 
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2. Separar el portaobjectes del pou, amb l’ajuda d’unes pinces. 

3. Dipositar el cobreobjectes a sobre la gota de Mowiol, vigilant que les cèl·lules estiguin 

orientades a la gota. 

4. Escalfar els portaobjectes 20 minuts a 70 ºC. 

Mowiol 

1. Posar 6 g de glicerol en un tub de centrífuga de 50 ml amb una barreta agitadora. 

2. Afegir 2.4 g de Mowiol 40-88 (324590, Sigma) i agitar fins que es dissolgui. 

3. Afegir en agitació 6 ml d’ H2O milliQ i deixar 2 hores a temperatura ambient. 

4. Afegir 12ml de 0.2 M Tris, pH 8.5, i 230 µl de 1 % timerosal (pes/volum, en H2O). 

5. Incubar a 50 ºC en un bany durant 10 minuts, i agitar periòdicament per dissoldre el 

Mowiol. Repetir durant hores perquè la majoria del Mowiol es dissolgui. 

6. Centrifugar a 5000 x g 15 segons per clarificar la solució.  

7. Guardar en alíquotes de 0.5 ml a -20 ºC. 

3.6.7 Detecció d’estructures subcel·lulars 

Per a la visualització d’estructures subcel·lulars en un microscopi confocal prèviament s’hauran 

de marcar aquestes estructures amb molècules que emetin fluorescència en una longitud 

d’ona específica. El marcatge es pot fer de diverses maneres. La més ràpida i menys invasiva és 

utilitzar els rastrejadors, molècules que s’uneixen a estructures subcel·lulars de manera 

específica, sense necessitat de permeabilitzar la cèl·lula. Alternativament es pot utilitzar un 

anticòs que s’uneixi a una proteïna específica del compartiment subcel·lular d’interès, i 

detectar-lo directament o amb la utilització d’un anticòs secundari que emeti fluorescència. 

Aquest mètode requereix una major manipulació de la preparació, ja que s’ha de 

permeabilitzar la cèl·lula per permetre l’entrada dels anticossos. 

3.6.7.1  Marcatge subcel·lular amb rastrejadors 

1. Seguir els protocols de sembra (punt 3.6.6.1). Transfectar si és necessari, i incubar el 

temps que es requereixi.  

2. Retirar el medi de les plaques i incubar amb medi nou que contingui el rastrejador. Les 

condicions d’incubació i concentracions utilitzades depenen de la línia cel·lular. 

3. Seguir el protocol de recol·lecció (punt 3.6.6.2) i muntatge al portaobjectes (punt 

3.6.6.3). 
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Rastrejadors utilitzats: 

Lysotracker (Lysotracker deep red (L12492), Molecular Probes, Life Technologies): 

rastrejador de lisosomes. Emet fluorescència en una longitud d’ona de vermell llunyà (668 

nm). La seva visualització es duu a terme en un microscopi confocal equipat amb un làser 

HeNe. 

ER-Tracker (ER-Tracker Blue-White DPX (E12353), Molecular Probes, Life Technologies): 

rastrejador de reticle endoplasmàtic. Emet fluorescència en una longitud d’ona 

d’ultraviolat (450 nm). La seva visualització es duu a terme en un microscopi confocal 

equipat amb un làser de diode. 

3.6.7.2  Marcatge subcel·lular amb anticossos: immunodetecció 

1. Seguir els protocols de sembra (punt 3.6.6.1) i recol·lecció (punt 3.6.6.2). 

2. Continuar a temperatura ambient. 

3. Incubar 15 minuts amb 1 ml de buffer de permeabilització (PB: 0.1 % de Triton X-100 

(Sigma), 1 % FBS en PBS 1X). 

4. Preparar una cambra humida amb una placa de Petri. Dipositar paper Whatman 

saturat en aigua al fons, i situar a sobre una tira de Parafilm més gran que el 

cobreobjectes. 

5. Dipositar 100 µl de l’anticòs primari en PB damunt de la tira de Parafilm, formant una 

gota. 

6. Dipositar el cobreobjectes amb les cèl·lules fixades i permeabilitzades, de manera que 

el costat on han crescut les cèl·lules estigui en contacte amb la gota d’anticòs. 

7. Incubar 1 hora a temperatura ambient. 

8. Rentar 3 cops 10 minuts amb PBS 1X. 

9. Afegir sobre una nova tira de Parafilm 100 µl de l’anticòs secundari. 

10. Posar el cobreobjectes amb les cèl·lules en contacte amb l’anticòs 1 hora a 

temperatura ambient, protegint la cambra de la llum. 

11. Rentar 3 cops durant 10 minuts amb PBS 1X. 

12. Seguir el protocol de muntatge al portaobjectes (punt 3.6.6.3). 

Anticossos utilitzats: 

STX-6 (Anti-Syntaxin 6 antibody [3D10] (ab12370), Abcam): anticòs primari IgG 

monoclonal de ratolí que detecta la proteïna sintaxina-6, que es troba de manera 

constitutiva en trans-Golgi i vesícules de secreció.  
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GM130 (Anti-GM130 antibody (610822), BD Transduction Laboratories): anticòs primari 

IgG monoclonal de ratolí que detecta la proteïna GM130 que forma part de la matriu de 

cis-Golgi. 

Alexa Fluor 647 (Molecular Probes, Life Technologies): anticòs secundari de cabra que 

detecta els anticossos primaris IgG de ratolí. Emet fluorescència en una longitud d’ona de 

vermell llunyà (668 nm), la qual cosa permet la seva visualització en un microscopi 

confocal equipat amb un làser HeNe. 

3.6.8  FRET 

El FRET (de l’anglès Förster Resonance Energy Transfer, o Fluorescence Resonance Energy 

Transfer) és un mecanisme que descriu la transferència d’energia entre dues molècules 

sensibles a la llum (cromòfors). El cromòfor donant, en un estat d’excitació electrònica, 

transfereix energia a un cromòfor acceptor, i l’eficiència d’aquesta transferència és 

inversament proporcional a la distància entre donant i acceptor. Aquest fenòmen es pot 

utilitzar per determinar si dos fluoròfors amb espectres d’excitació i emissió solapats 

(l’espectre d’emissió del donant ha de solapar amb el d’absorció de l’acceptor) es troben a 

certa distància entre ells (típicament entre 1-10 nm). En biologia molecular és una eina molt 

útil per quantificar interaccions proteïna-proteïna, ja que es poden monitoritzar les dues 

molècules, una fusionada al cromòfor donant i l’altra a l’acceptor (figura 11). 

 A  B 

    

Figura 11. Representació esquemàtica de la metodologia FRET utilitzada per detectar la 
interacció de cALT2 amb altres proteïnes. La proteïna cALT2 (color blau) es troba fusionada al 
cromòfor donant (color verd), i una altra proteïna (color groc) es troba fusionada al cromòfor 
acceptor (color vermell). Quan les dues proteïnes no interaccionen, els cromòfors no estan 
propers, i no hi ha transferència d’energia del donant a l’acceptor (A). Si les dues proteïnes 
interaccionen, els cromòfors estan propers, i part de l’energia d’emissió del donant excita el 
cromòfor acceptor (B). 

Per mesurar l’eficiència de FRET en un microscopi confocal es pot utilitzar el mètode de 

fotoblanqueig de l’acceptor. Aquest mètode consisteix en cremar (o fotoblanquejar) el 
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cromòfor acceptor, i comparar la intensitat d’emissió del cromòfor donant abans i després del 

fotoblanqueig. Si els cromòfors donant i acceptor es troben a poca distància, abans del 

fotoblanqueig, part de l’energia d’excitació del cromòfor donant passa a excitar l’acceptor. 

Després del fotoblanqueig, el cromòfor acceptor ja no és capaç d’absorbir energia, per tant, el 

donant no li transferirà part de la seva energia d’excitació, i la intensitat que captarem del 

donant serà major. Per tant, si les proteïnes que volem assajar interaccionen, la intensitat que 

es capta del donant incrementa després del fotoblanqueig.  

Per quantificar aquest pas d’energia (o el que és el mateix, l’eficiència de FRET) en cada mostra, 

s’utilitzà la següent fórmula: 

  

        
          

     
       

La fórmula s’expressa en % d’eficiència, i té en compte la intensitat en escala de grisos del 

donant abans (Dpre) i després (Dpost) del fotoblanqueig de l’acceptor. Valors menors a un 5 % 

d’eficiència de FRET corresponen al soroll de fons de la tècnica. El màxim teòric de la tècnica es 

troba en un 30 %. 

3.6.8.1  Cromòfors utilitzats i metodologia general 

EGFP: cromòfor donant. El seu màxim d’excitació es troba a la longitud d’ona de 488 nm, i 

el seu màxim d’emissió a 507 nm. El plasmidi pEGFP-N expressa la proteïna EGFP. 

DsRed-monomer: cromòfor acceptor. El seu màxim d’excitació es troba a la longitud d’ona 

de 557 nm, i el seu màxim d’emissió a 592 nm. Els plasmidis pDsRedmon-C i 

pDsRedmonMCS-N expressen DsRed-monomer. 

La línia cel·lular on es vol assajar l’eficiència de FRET es transfecta amb la parella de 

plasmidis d’expressió dels cromòfors donant i acceptor fusionats a les proteïnes que 

potencialment interaccionen. El protocol a seguir en aquesta tècnica és l’habitual per al 

muntatge i visualització de mostres cel·lulars al microscopi (punt 3.6.6). 

3.6.8.2  Obtenció d’imatges en microscopi confocal 

Les imatges per determinar l’eficiència de FRET a través del mètode del fotoblanqueig 

s’obtenen utilitzant un microscopi confocal d’escaneig làser Leica SP2 (True Confocal 

Scanner Leica TCS SP2; Leica) i el programa informàtic Leica Confocal Software (LCS, Leica). 

Se selecciona l’opció de tècnica de fotoblanqueig de l’acceptor (FRET – acceptor 

photobleaching) i se segueixen les indicacions del manual. S’obtenen imatges a la longitud 

d’ona d’excitació del donant i de l’acceptor, abans i després del fotoblanqueig. 
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Per excitar el cromòfor donant s’utilitza un làser d’Argó a una longitud d’ona de 488 nm. 

Per excitar el cromòfor acceptor s’utilitza un làser de Kriptó  a una longitud d’ona de 561 

nm. 

Per realitzar el fotoblanqueig en cèl·lules SBL, la intensitat d’excitació de l’acceptor (a la 

longitud d’ona de 561 nm) es fixa al 100 %, definint 4 passades de fotoblanqueig.  

3.6.8.3  Tractament i anàlisi de les imatges 

Les imatges obtingudes al microscopi confocal es tracten amb el programa informàtic (Fiji 

is just) ImageJ 1.45b (Schneider et al, 2012). Es defineix una àrea de treball o ROI (Region 

Of Interest) situat dins de la zona fotoblanquejada. En aquesta àrea es mesuren, en escala 

de grisos, les intensitats corresponents al cromòfor donant abans i després del 

fotoblanqueig. Per normalitzar els resultats, l’àrea del ROI es fixa per totes les mostres de 

l’experiment.  

A partir dels valors d’intensitat obtinguts es calcular l’eficiència de FRET per a cada parella 

de constructes. 

3.7  Determinació d’activitats enzimàtiques i metabòlits 

3.7.1  Obtenció d’extractes proteics de teixit hepàtic 

El fetge d’orada obtingut segons l’apartat 3.1.1.3 es polvoritza per assegurar 

l’homogeneïtzació de les diferents estructures hepàtiques i es manté congelat a -80 ºC fins al 

moment de la seva utilització. L’extracte hepàtic s’obté en un tampó on els enzims mantenen 

les seves propietats, i se separa de la resta de components per centrifugació. Tots els 

procediments es duen a terme a 4 ºC per evitar la degradació de la proteïna. 

1. Pesar 50-100 mg de teixit i afegir ràpidament el tampó d’homogeneïtzació en una 

relació de 1:5 (mg/µl, p/v). 

2. Homogeneïtzar durant 30 segons en un Polytron-PTA 7 (Kinematica) a la posició 3. 

3. Centrifugar durant 30 minuts a 10000 x g per separar l’extracte proteic de la resta de 

components. 

4. Recollir el sobrenedant, quantificar la proteïna total seguint el mètode de Bradford 

(punt 3.7.2) i determinar les diferents activitats enzimàtiques (punts 3.7.3 a 3.7.9). 

Tampó d’homogeneïtzació: 

50 mM Tris-HCl 

4 mM EDTA 
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50 mM NaF  

1 mM DTT (ditiotreitol) 

250 mM sacarosa 

0.5 mM PMSF (fluorur de fenilmetilsulfonil) 

Aquesta solució es prepara concentrada 10X, amb l’excepció de la sacarosa, el DTT i el 

PMSF, que s’afegeixen extemporàniament. Ajustar a un pH de 7.5.  

3.7.2  Quantificació de proteïna segons el mètode Bradford 

La determinació de proteïna total es va realitzar seguint el mètode de Bradford (Bradford, 

1976). El mètode es basa en la formació de complexos entre les proteïnes i el colorant blau 

Coomassie brilliant blue G-250. Aquests complexos es poden mesurar a una longitud d’ona de 

600 nm, i l’absorbància a aquesta longitud d’ona és proporcional a la concentració de proteïna 

a la mostra.  

L’assaig s’ha adaptat a un autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche), i es duu a terme a 30 ºC, 

mesclant 5 µl de l’extracte proteic obtingut en el pas 3.7.1 o l’extracte cel·lular segons el punt 

3.6.5.1 amb reactiu BioRad Protein assay (BioRad), diluït cinc vegades en un volum final de 250 

µl (Metón et al, 1999b). Els valors d’absorbància a 600 nm s’interpolen a una recta patró 

obtinguda a partir de concentracions de 0.125 a 1 mg/ml d’una solució d’albúmina sèrica 

bovina. 

3.7.3  Determinació de l’activitat alanina aminotransferasa (ALT) 

La determinació de l’activitat enzimàtica d’aquest enzim s’assajà en els extractes proteics 

obtinguts segons el pas 3.7.1, i en els extractes cel·lulars segons el punt 3.6.5.1. La reacció va 

ésser duta a terme utilitzant el kit ALT/GPT BR (Linear Chemicals), adaptat a l’ús en 

l’autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche). La reacció es duu a terme a 30 ºC. L’ALT catalitza la 

transferència del grup amino de l’alanina a l’α-cetoglutarat, amb la formació de glutamat i 

piruvat. Aquest últim és reduït a lactat per acció de la lactat deshidrogenasa (LDH) en 

presència de NADH. La reacció es monitoritza cinèticament a través de la disminució de 

l’absorbància a 340 nm, resultat de l’oxidació del NADH, i és proporcional a l’activitat ALT de la 

mostra. Una unitat d’activitat enzimàtica s’expressa com a quantitat d’enzim que és capaç de 

consumir 1 µmol de NADH per minut (U). 

               L-alanina + 2-cetoglutarat               
ALT

             L-glutamat + piruvat 

                        piruvat + NADH + H
+
               

LDH
             lactat + NAD

+
 

La mescla de reacció amb volum final de 220 µl conté: 
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109 mM Tris-HCl, pH 7.3 

540 mM L-alanina 

13.5 mM 2-cetoglutarat 

0.23 mM NADH 

0.9 U/ml LDH 

3 µl d’extracte proteic 

3.7.4  Determinació de l’activitat aspartat aminotransferasa (AST) 

L’activitat enzimàtica d’AST s’assaja en els extractes proteics obtinguts segons el pas 3.7.1. 

L’assaig es duu a terme utilitzant el kit AST/GOT BR (Linear Chemicals), adaptat a l’ús en 

l’autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche). La reacció es duu a terme a 30 ºC. L’AST catalitza la 

transferència del grup amino de l’aspartat a l’α-cetoglutarat amb la formació de glutamat i 

oxalacetat. Aquest últim és reduït a malat per la malat deshidrogenasa (MDH) en presència de 

NADH. La reacció es monitoritza cinèticament a través de la disminució de l’absorbància a 340 

nm, resultat de l’oxidació del NADH, i és proporcional a l’activitat AST de la mostra. Una unitat 

d’activitat enzimàtica s’expressa com a quantitat d’enzim que és capaç de consumir 1 µmol de 

NADH per minut (U). 

               L-aspartat + 2-cetoglutarat                
AST

              L-glutamat + oxalacetat 

                     oxalacetat + NADH + H
+
               

MDH
             malat + NAD

+
 

La mescla de reacció amb volum final de 220 µl conté: 

87.1mM Tris-HCl, pH 7.8 

261 mM L-aspartat 

13.5 mM 2-cetoglutarat 

0.23 mM NADH 

324 U/l MDH 

432 U/l LDH  

3 µl d’extracte proteic 

3.7.5  Determinació de l’activitat 6-fosfofructo-1-cinasa (PFK1) 

La determinació de l’activitat enzimàtica d’aquest enzim s’assajà en els extractes proteics 

obtinguts segons el pas 3.7.1. La reacció és una adaptació del mètode de Castaño (Castaño et 

al, 1979) a l’assaig automatitzat en COBAS MIRA S (Roche), i es duu a terme a 30 ºC (Metón et 

al, 1999b). La mescla d’assaig conté glucosa-6P, que isomeritza fàcilment a fructosa-6P per 
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acció de la fosfoglucosa isomerasa present a l’extracte de la mostra, raó per la qual no és 

necessari agregar aquest enzim. La reacció es monitoritza registrant el descens d’absorbància a 

340 nm degut a la desaparició de NADH durant el curs de l’última reacció acoblada. La unitat 

d’activitat enzimàtica es defineix com la quantitat d’enzim necessària per consumir 2 µmols de 

NADH per minut. 

                                         glucosa-6P
 
                  

PGI
              fructosa-6P 

                             fructosa-6P + ATP                 
PFK1

              fructosa-1,6-P2 

                                  fructosa-1,6-P2               
aldolasa

            gliceraldehid-3P + dihidroxiacetona-P 

                                gliceraldehid-3P
 
                 

TPI
               dihidroxiacetona-P 

   dihidroxiacetona-P  + NADH + H
+
               

G3PDH
            glicerol-3P + NAD

+
 

La mescla de reacció amb volum final de 200 µl conté: 

100mM Tris-HCl, pH 8.25 

50 mM KCl 

5 mM MgCl2 

0.15 mM NADH 

4 mM sulfat d’amoni 

12 mM β-mercaptoetanol 

10 mM fructosa-6-fosfat 

30 mM glucosa-6-fosfat 

1 mM ATP 

0.675 U/ml aldolasa 

5 U/ml LDH TPI (triosafosfat isomerasa) 

2 U/ml G3PDH (gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa)  

4 µl d’extracte proteic 

3.7.6  Determinació de l’activitat piruvat cinasa (PK) 

La determinació de l’activitat enzimàtica d’aquest enzim s’assajà en els extractes proteics 

obtinguts segons el pas 3.7.1. L’assaig es basa en el mètode de Staal (Staal et al, 1975), adaptat 

a l’autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche), i es realitza a 30 ºC (Metón et al, 1999b). La cinètica 

de la reacció se segueix registrant el descens d’absorbància a 340 nm degut a l’oxidació de 

NADH. La unitat d’activitat enzimàtica de la PK es defineix com la quantitat d’enzim necessària 

per consumir 1 µmol de NADH per minut. 
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                             PEP + ADP + H
+ 

                 
PK

               piruvat + ATP 

                    piruvat + NADH + H
+
                

LDH
               lactat + NAD

+
 

La mescla de reacció amb volum final de 250 µl conté: 

100mM glicil-glicina pH 7.4 

100 mM KCl 

10 mM MgCl2 

2.5 mM PEP (fosfoenolpiruvat) 

0.15 mM NADH 

2.5 mM ADP  

21 U/ml LDH 

2.5 µl d’extracte proteic 

3.7.7  Determinació de l’activitat fructosa 1,6-bifosfatasa (FBPasa) 

La determinació de l’activitat enzimàtica d’aquest enzim s’assajà en els extractes proteics 

obtinguts segons el pas 3.7.1, adaptant el mètode de Ekdahl i Ekmann (Ekdahl i Ekmann, 1985) 

a l’assaig automatitzat en COBAS MIRA S (Roche) (Metón et al, 1999b). La reacció, que es duu a 

terme a 30 ºC, se segueix determinant l’increment d’absorbància a 340 nm degut a l’aparició 

de NADPH. Una unitat d’activitat FBPasa es defineix com la quantitat d’enzim capaç de produir 

1 µmol de NADPH per minut. 

                           fructosa 1,6-P2                
FBPasa

             fructosa-6P + Pi 

                                 fructosa-6P                  
PGI

               glucosa-6P 

                  glucosa-6P  + NADP
+
               

G6PDH
             6P-gluconolactona + NADPH + H

+
 

La mescla de reacció amb volum final de 200 µl conté: 

100mM imidazol-HCl pH 7.7 

5 mM MgCl2 

12 mM β-mercaptoetanol 

0.5 mM NADH 

0.05 mM fructosa-1,6-difosfat  

2.5 U/ml PGI (fosfoglucosa isomerasa) 

0.48 U/ml G6PDH (glucosa-6-fosfat deshidrogenasa)  

4 µl d’extracte proteic 
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3.7.8  Determinació de l’activitat 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6-PGDH) 

La determinació de l’activitat enzimàtica d’aquest enzim s’assajà en els extractes proteics 

obtinguts segons el pas 3.7.1. L’assaig automatitzat en COBAS MIRA S (Roche) a una 

temperatura de 30 ºC es basà en el mètode descrit per Möellering i Bergmeyer (1984) (Metón 

et al, 1999b). Es registra l’increment d’absorbància a 340 nm degut a l’aparició de NADPH. La 

unitat d’activitat enzimàtica es defineix com la quantitat d’enzim capaç de produir 1 µmol de 

NADPH per minut. 

                6-P gluconat + NADP
+
               

6PGDH
             ribulosa 5-P + NADPH + H

+
 

La mescla de reacció amb volum final de 200 µl conté: 

82.7 imidazol-HCl pH 7.7 

3 mM MgCl2 

1mM 6-fosfogluconat 

0.5 mM NADP+ 

4 µl d’extracte proteic 

3.7.9  Determinació de l’activitat glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (G6PDH) 

La determinació de l’activitat enzimàtica d’aquest enzim s’assajà en els extractes proteics 

obtinguts segons el pas 3.7.1. L’assaig automatitzat en l’autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche) 

a una temperatura de 30 ºC es va basar en el mètode manual descrit per Lee (1982) (Metón et 

al, 1999b). La reacció es registra a través de l’increment d’absorbància a 340 nm degut a 

l’aparició de NADPH. La unitat d’activitat enzimàtica es defineix com la quantitat d’enzim capaç 

de produir 1 µmol de NADPH per minut. 

                    glucosa-6P + NADP
+
             

G6PDH
             6P-gluconolactona + NADPH + H

+
 

La mescla de reacció amb volum final de 200 µl conté: 

77.5mM imidazol-HCl pH 7.7 

5 mM MgCl2 

1mM glucosa-6-fosfat 

1 mM NADP 

4 µl d’extracte proteic 

3.7.10  Determinació de glucosa en sèrum 

La determinació de glucosa es va mesurar sobre el sèrum obtingut tal com s’indica en el punt 

3.1.1.2, diluït si era necessari per ajustar els valors dins de la recta de calibratge. Per a la 
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determinació es va utilitzar el kit Glucose MR (Linear Chemicals) adaptat a la determinació a 30 

ºC en l’autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche). El mètode es basa en la formació de peròxid 

d’hidrogen com a resultat de la reacció d’oxidació de la β-D-glucosa de les mostres, i la 

utilització d’aquest producte en una reacció acoblada que dóna com a resultat final un 

compost vermell que es pot mesurar a 500 nm. La quantificació s’efectua extrapolant els valors 

d’absorbància observats amb una recta de calibratge obtinguda a partir de solucions de 

concentracions entre 6.25 i 200 mg/dl de glucosa. 

3.7.11  Determinació de triglicèrids en sèrum 

La determinació de triglicèrids es va mesurar sobre el sèrum obtingut tal com s’indica en el 

punt 3.1.1.2, diluït si era necessari per ajustar els valors dins de la recta de calibratge. Per a la 

determinació s’utilitzà el kit Triglycerides MR (Linear Chemicals) adaptat a la determinació a 30 

ºC en l’autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche). El mètode es basa en la hidròlisi dels triglicèrids 

en sèrum i una sèrie de reaccions acoblades amb el glicerol resultant de la primera reacció, per 

finalment observar un compost vermell que es pot mesurar a 500 nm. La quantificació 

s’efectua extrapolant els valors d’absorbància observats amb una recta de calibratge 

obtinguda a partir de solucions de concentracions entre 6.25 i 200 mg/dl de glicerol. 

3.8  Tractament estadístic de les dades 

El tractament estadístic dels resultats es va dur a terme amb el programa informàtic PASW 18 

(SPSS, IBM). L’anàlisi estadística entre dues condicions experimentals es va realitzar mitjançant 

un test T de Student, mentre que per tres o més condicions es va utilitzar un test ANOVA. 
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4. RESULTATS 

4.1  Identificació de proteïnes que interaccionen amb cALT2 mitjançant 

la criba d’una biblioteca de cDNA d’orada utilitzant el sistema doble 

híbrid en llevat 

L’ALT juga un paper molt important com a nexe d’unió entre el metabolisme aminoacídic i el 

gluconeogènic, ja que és l’enzim encarregat de catalitzar la transaminació reversible entre L-

alanina i α-cetoglutarat per formar piruvat i L-glutamat. En l’orada s’han aïllat tres isoformes 

de l’enzim, dues de localització citosòlica generades per processament alternatiu del gen cALT 

(cALT1 i cALT2) i una de mitocondrial (mALT) (Metón et al, 2004; Anemaet et al, 2008). Les 

característiques cinètiques, el patró de distribució tissular i la regulació nutricional i hormonal 

de l’expressió difereix per a cadascuna de les tres isoformes (Anemaet et al, 2008; Salgado et 

al, 2012). Donat la rellevància de les diferents isoformes en el metabolisme intermediari és 

important conèixer la regulació post-traduccional a què poden estar sotmeses. 

El sistema doble híbrid en llevat (Saccharomyces cerevisiae) es va utilitzar per identificar 

proteïnes que puguin regular l’activitat de l’ALT citosòlica d’orada mitjançant processos 

d’interacció proteïna-proteïna. En la figura 12 es resumeix el procediment que es va realitzar.  

L’esquer que es va utilitzar va ser la seqüència de cDNA de la cALT2 d’orada fusionada al DNA-

BD del factor de transcripció GAL4. Aquesta construcció es va expressar mitjançant el plasmidi 

pGBKT7-cALT2 a la soca de llevat Y187. La utilització de cALT2 com a esquer es dóna perquè el 

seu mRNA conté un exó més que el missatger de cALT1, fet que es tradueix en la inclusió d’una 

seqüència de poliasparragines a la regió N-terminal de la proteïna. Les seqüències de 

poliasparragina estan involucrades en interaccions proteïna-proteïna (Perutz et al, 2002), i això 

suggereix que l’activitat enzimàtica de cALT2 pot estar regulada per interacció amb proteïnes 

efectores. 

La presa utilitzada va ésser una biblioteca de cDNA de fetge de Sparus aurata fusionada a l’AD 

del factor de transcripció GAL4, i que s’expressà en el plasmidi pGADT7-bib (que indica la 

mescla de cDNAs de la biblioteca clonada per recombinació homòloga al vector pGADT7-Rec) a 

la soca de llevat AH109.  
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Figura 12. Representació esquemàtica de l’assaig doble híbrid realitzat. La soca Y187 de 
Saccharomyces cerevisiae es transformà amb el constructe pGBKT7-cALT2, i la soca AH109 es 
transformà amb el vector pGADT7-Rec linearitzat i el cDNA representatiu d’una biblioteca de 
fetge d’orada. Les dues soques es van aparellar, i es van seleccionar els clons positius per 
creixement en medis restrictius. Imatge adaptada del protocol Matchmaker Library Construction 
& Screening Kit (Clontech). 

 

4.1.1  Eficiència de la construcció de la biblioteca 

La biblioteca de cDNA es va obtenir prèviament al laboratori a partir d’RNA poli A+ de fetge 

d’orada, utilitzant una mescla de fetges provinents d’orades alimentades i d’orades en dejú.  

El cDNA es va clonar al vector pGADT7-rec per recombinació homòloga en la soca de llevat 

AH109. Donat que es tracta del clonatge d’una biblioteca de cDNA, i no d’una proteïna única, 

es va requerir prèviament transformar el cDNA sintetitzat. Per quantificar la magnitud dels 

missatgers de la biblioteca representada es va calcular l’eficiència de la transformació i el títol 

de la biblioteca. 

L’eficiència de transformació de la biblioteca va ésser de:  
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Després del recompte en l’hemacitòmetre de les cèl·lules transformades en el volum de medi, 

el títol de la biblioteca va ésser de:  

                        

L’eficiència de transformació de la biblioteca dóna una idea del nombre de còpies de cDNA 

clonades per recombinació homòloga dins del vector pGADT7. El títol de la biblioteca ens 

indica el nombre de clons transformats que tindrem en un volum específic. Com que en cada 

assaig doble híbrid s’utilitzà 1 ml de la biblioteca, s’assumeix que en cada assaig es va partir de 

8.7 x 107 colònies de transformants. 

4.1.2  Eficiència de l’aparellament 

Les soques Y187 i AH109 de S. cerevisiae, que expressaven l’esquer i la presa respectivament, 

es van aparellar durant 24 hores. El recompte de plaques selectives destinades als càlculs 

d’eficiència de l’aparellament es va utilitzar per determinar la viabilitat de les diferents soques, 

i la viabilitat dels diploides. 

                                                                                

                                                                               

                                                       

Els valors de viabilitat de les soques indiquen que la soca Y187 és la limitant, tot i que amb un 

valor no llunyà del de la soca AH109. En un assaig ideal, la soca limitant hauria d’ésser la soca 

AH109, que és la que expressa la biblioteca de cDNA fusionada al domini d’activació del DNA 

de GAL4. El fet que la soca limitant sigui la soca que expressa la proteïna esquer (en el nostre 

cas és la soca Y187) indica que un percentatge limitat dels clons que expressin les proteïnes 

presa (expressades a la soca AH109) no es van poder aparellar.  

El càlcul de l’eficiència de l’aparellament va ésser: 

            ò                        

            ò                             
              

Per últim, es va calcular el nombre de clons cribats en l’assaig de doble híbrid realitzat: 
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Considerant que el nombre de transformants de la biblioteca en cada assaig doble híbrid va ser 

de 8.7 x 107 clons, el nombre de clons cribats, que és de 6.12 x 105 clons, és dos ordres de 

magnitud menor. Aquest resultat indica que és possible que un percentatge de proteïnes 

representades en la biblioteca, fonamentalment proteïnes amb nivells baixos d’expressió, no 

hagi pogut aparellar-se i ésser assajat. 

4.1.3  Identificació i anàlisi dels clons positius 

Els clons diploides capaços de reconstruir l’activitat del factor de transcripció GAL4, degut a 

una interacció entre les proteïnes esquer i presa, es van seleccionar en plaques TDO. Al cap 

d’una setmana es van seleccionar les colònies presents a la placa TDO amb un diàmetre 

superior a 1.5 mm. En total van ésser 8 colònies. 

Aquestes 8 colònies es van recomprovar seleccionant-les de nou en medi TDO. A més, es van 

créixer en medi QDO, que és més restrictiu que el TDO. De les 8 colònies, només una colònia 

no va ésser capaç de créixer en medi QDO, la colònia 6.   

Totes les colònies que van créixer en medi TDO tenien una coloració blanquinosa, i un 

diàmetre entre 0.5 i 1 mm. En medi QDO adquirien una lleugera tonalitat rosada, degut a la 

deficiència d’adenina al medi. Aquests fenotips eren els esperats per a les colònies positives. 

L’única excepció va ésser la colònia 3, que tenia una coloració rosada en tots dos medis, a més 

d’una estructura molt irregular i amb filaments. El fenotip inusual d’aquesta colònia indica que 

es podria tractar d’un fals positiu.  

 

Figura 13. Anàlisi per PCR dels inserts presents en els constructes pGADT7-bib aïllats de les 
colònies crescudes en medi TDO (1T a 8T) i medi QDO (1Q, 2Q, 4Q, 5Q, 7Q i 8Q). Carril M: 
marcador de DNA (GeneRuler 1kb DNA Ladder, Fermentas). Resta de carrils: amplificació d’inserts 
a partir de les diferents colònies diploides seleccionades en medi TDO (indicades com a T) i QDO 
(indicades com a Q). El DNA va ésser sotmès a una electroforesi en gel d’agarosa a l’1 % i va ésser 
visualitzat per tinció amb RedSafe. 

Després de repicar les colònies en medi de selecció i obtenir-ne colònies aïllades, se’n va 

extreure els plasmidis corresponents. Per a cada clon aïllat, es va comprovar que contenien els 

plasmidis pGBKT7-cALT2 i pGADT7-bib mitjançant una PCR (figura 13). Per detectar el plasmidi 

 M  1T  2T  3T  7T  8T  M  4T  5T  6T  2Q  4Q  5Q  7Q  8Q M  2Q 5Q  8Q  4Q  1Q 
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pGBKT7-cALT2 es van utilitzar els oligonucleòtids T7 i pGBKT7-rev. D’altra banda, per detectar 

el plasmidi pGADT7-bib es van utilitzar els oligonucleòtids T7 i pGADT7-rev.  

Tal i com era d’esperar, per a la mateixa colònia, en els dos medis restrictius diferents (TDO i 

QDO) s’aïllava una banda d’igual mida. La colònia 3 no presentà cap insert i es va descartar per 

estudis posteriors. Els plasmidis aïllats de les colònies 1, 2, 4, 5, 6, 7 i 8 es van seqüenciar i se’n 

van identificar fins a cinc proteïnes diferents (taula 3).  

Número de 

colònia 
Proteïna 

Mida del pèptid 

aïllat 

1 F-lectina 120 aa 

2, 4, 8 RPS20 65 aa 

5 RBP2 80 aa 

6 HABP2 105 aa 

7 pèptid no identificat 30 aa 

Taula 3. Pèptids aïllats dels clons positius. La proteïna a què pertany cada clon aïllat es va deduir 
mitjançant un alineament de les seqüències nucleotídica i aminoacídica amb una base de dades 
(BLAST). La mida es representa amb el nombre de residus d’aminoàcids deduïts a partir de la 
seqüència de cDNA aïllada del plasmidi pGADT7-bib dels clons positius. 

Els pèptids aïllats corresponien a fragments de les proteïnes F-lectina, RPS20 (Ribosomal 

Protein s20), RBP2 (Retinol Binding Protein 2), HABP2 (Hyaluronan Binding Protein 2), i un 

pèptid que no es va poder identificar.   



112  RESULTATS 

 

4.2  Clonatge i caracterització de les proteïnes aïllades 

4.2.1  Obtenció de la seqüència codificant dels clons positius 

Com a pas previ a confirmar si les proteïnes identificades eren capaces d’interaccionar amb 

cALT2 i eventualment modificar l’activitat de l’ALT citosòlica, es va completar la regió 

codificant dels seus cDNAs mitjançant la tècnica RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 

utilitzant el kit First Choice RLM-RACE Kit (Ambion). En el cas de les proteïnes F-lectina, RPS20 i 

RBP2 només es va requerir el clonatge de la regió 5’ del missatger per completar la regió 

codificant (CDS o Coding Domain Sequence), ja que els fragments aïllats en l’assaig doble híbrid 

corresponien a la regió 3’ del cDNA (incloent-hi el codó STOP). En el cas de la proteïna HABP2 

es va requerir el clonatge de les regions 5’ i 3’ del cDNA, perquè el fragment aïllat corresponia 

a una regió central de la regió codificant.  

Per al clonatge de la regió 5’ del cDNA de l’F-lectina es van utilitzar els oligonucleòtids MG1001 

(per al PCR extern) i MG1002 (per al PCR intern), a més dels propis del kit utilitzat; en el cas 

d’RPS20 es van utilitzar els oligonucleòtids MG1003 (per al PCR extern) i MG1004 (per al PCR 

intern); per clonar RBP2 els oligonucleòtids utilitzats van ésser MG1005 (per al PCR extern) i 

MG1006 (per al PCR intern). Per al clonatge de la regió 5’ del cDNA de la proteïna HABP2 es 

van utilitzar els oligonucleòtids MG1007 (per al PCR extern) i MG1008 (per al PCR intern), i per 

al clonatge de la regió 3’ del cDNA es va utilitzar l’oligonucleòtid MG1009. 

Un cop obtingudes les seqüències parcials adjacents a les seqüències aïllades anteriorment, es 

van dissenyar oligonucleòtids per al clonatge del cDNA complet de les quatre proteïnes. Les 

parelles d’oligonucleòtids utilitzades van ésser MG1306/MG1308 per al clonatge d’F-lectina, 

JS-RPS20-F1/JS-RPS20-R1 per al clonatge d’RPS20, MG1311/MG1312 per al clonatge d’RBP2, i 

MG1309/MG1310 per al clonatge d’HABP2. La regió codificant sencera de les proteïnes es va 

amplificar a partir d’una RT-PCR utilitzant RNA total de fetge d’orada (50 % peixos alimentats, 

50 % peixos en dejú) i es va clonar en el vector pGEM-T easy per obtenir els constructes pGEM-

Flectin, pGEM-RPS20, pGEM-RBP2 i pGEM-HABP2. Les seqüències nucleotídiques i 

aminoacídiques de l’F-lectina (figura 14), RPS20 (figura 15), RBP2 (figura 16) i HABP2 (figura 17) 

van ésser sotmeses a les bases de dades de EMBL/GenBank amb els números d’accés 

KM014671, KM014674, KM014673 i KM014672, respectivament. 
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   1 agaacacagg caaaatcatt tttctaacca ggaatcagga ataATGAAGC ACACTGGTGT  

                                                    M  K  H   T  G  V   6 

  61 ATTTATTTTG CTGCTCTTCT TCGGGTCATG CTCAGCTTAT ACTTACCAAA ATGTGGCCCT 

      F  I  L   L  L  F  F   G  S  C   S  A  Y   T  Y  Q  N   V  A  L   26 

 121 ACGAGGCAAA GCAACTCAGT CATACCGCTA TGAGCCTAGT AATTATGGGG CTGCATACAA 

      R  G  K   A  T  Q  S   Y  R  Y   E  P  S   N  Y  G  A   A  Y  N   46 

 181 TGCCATTGAT GGAAACCGCG AGACTGATTT TAAAGCCGGT TCATGCACCC ATACCGCTGA  

      A  I  D   G  N  R  E   T  D  F   K  A  G   S  C  T  H   T  A  E   66 

 241 ACAAACCAAC CCCTGGTGGA GAGTTGACCT GCTGGAGTCC TACATCGTCA CCTCCGTCAC 

      Q  T  N   P  W  W  R   V  D  L   L  E  S   Y  I  V  T   S  V  T   86 

 301 CATCACCAAC AGAGGAGACT GCTGTCCAGA AAGGATCAAC GGAGCAGAGA TTCGCATTGG 

      I  T  N   R  G  D  C   C  P  E   R  I  N   G  A  E  I   R  I  G   106 

 361 CAACTCACTA CAAGATCATG GTGTCACAAA CCCACTGGCT GCTGTTATTT TTGAAAACCC  

      N  S  L   Q  D  H  G   V  T  N   P  L  A   A  V  I  F   E  N  P   126 

 421 TGCAGTGAAC TCATTCACTT TCACTCTCCA AAATCGTTTT GAGGGGCGTT ATGTGACTGT 

      A  V  N   S  F  T  F   T  L  Q   N  R  F   E  G  R  Y   V  T  V   146 

 481 GGTTCTGCCT GGTCCAAACA AGATTCTGTC ACTCTGTGAA GTGGAGGTTT ATGGTTACCG 

      V  L  P   G  P  N  K   I  L  S   L  C  E   V  E  V  Y   G  Y  R   166 

 541 TGCACCAACT GGAGAGAACC TGGCACTCCA AGGAAAAGCG TCACAATCAT CTTTGTATGC 

      A  P  T   G  E  N  L   A  L  Q   G  K  A   S  Q  S  S   L  Y  A   186 

 601 AAATGGAATT GCTTATAATG CCATTGATGG GAATCATGCC AACAATTTTG ACCGGGCGTC 

      N  G  I   A  Y  N  A   I  D  G   N  H  A   N  N  F  D   R  A  S   206 

 661 CTGCACTCAT ACAAACAACG ACATGAACCC ATGGTGGCGT CTGGATCTGC GCAAAACCCA 

      C  T  H   T  N  N  D   M  N  P   W  W  R   L  D  L  R   K  T  H   226 

 721 CAAAGTGCTT TCTGTTAAGA TAACCAATCG ACATAATTAC TCTGAACGCC TTAATGGAGC  

      K  V  L   S  V  K  I   T  N  R   H  N  Y   S  E  R  L   N  G  A   246 

 781 AGAGATCCGC ATCGGAGATT CCCTTGAGAA CAATGGCAAC AACAATCCCA GGTGTGCTCT  

      E  I  R   I  G  D  S   L  E  N   N  G  N   N  N  P  R   C  A  L   266 

 841 GATCACAGAG ATCCCAGCAG GCGCCACTGC TGAGTTCCAG TGTAACGGTA TGGATGGCCG 

      I  T  E   I  P  A  G   A  T  A   E  F  Q   C  N  G  M   D  G  R   286 

 901 CTATGTTACC GTGGTTATCC CTGGAAGAGA AGAGTACCTG ACGCTGTGCG AGGTGGAGGT  

      Y  V  T   V  V  I  P   G  R  E   E  Y  L   T  L  C  E   V  E  V   306 

 961 GTATGGCTCT GTCCTGGATT AAgctgacaa ttcacttcat ttgcaagaat tcagccaata 

      Y  G  S   V  L  D  -                                              312 

1021 cattgttatg atctcaaact aatcaataat agattaagct tcaattttaa tgtttgatgt 

1081 tgtttgatga taaacatcaa aacaaaaacc aatgaaagtg tgtgcaacaa gggcaaaggt 

1141 tgtctcagac agacagtagc actgcaccgc aaaacactgt ctagaggaaa aaaacagctc 

1201 tgtgtgattc acaagattaa actcatggct gaggaaaaat ggcattagtt ggacaaaatg 

1261 ggtcttgaat tcccgccact gtgttaatgt cagccaacaa taatctgcaa tgaccatgtg 

1321 tgaaattagc taagctatat attagctgta tttaggattt  

Figura 14. Seqüència nucleotídica i aminoàcids deduïts de l’F-lectina de S. aurata. Els nucleòtids 
corresponents a la CDS es troben en majúscules, mentre que les regions 5’ i 3’ UTR es troben en 
minúscules. Els codons d’inici (ATG) i de final (TAA) estan marcats en negreta. La seqüència 
d’aminoàcids està marcada amb majúscules i negreta. La seqüència nucleotídica aïllada durant 
l’assaig de doble híbrid es troba ressaltada en gris. 
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   1 ttggttgctc ccattcctgg ctcaccgctg ttcgcttgaa tttatttccg aataagtcgg 

  61 tcaggggtat tcacaATGGC TTTCAAGGAC ACTGGCAAGG CACCTGTTGA GACCGAGGTC 

                     M  A   F  K  D   T  G  K  A   P  V  E   T  E  V    15 

 121 GCCATTCACC GCATCCGCAT CACCCTTACC AGCCGCAATG TCAAATCTCT GGAGAAGGTC 

     A  I  H  R   I  R  I   T  L  T   S  R  N  V   K  S  L   E  K  V    35 

 181 TGCGCTGACC TGATCCGTGG GGCTAAGGAG AAGAACCTGA AGGTGAAGGG ACCCGTCCGC  

     C  A  D  L   I  R  G   A  K  E   K  N  L  K   V  K  G   P  V  R    55 

 241 ATGCCAACCA AGACTCTGCG CATCACCACC AGAAAGACTC CCTGTGGTGA AGGATCCAAA 

     M  P  T  K   T  L  R   I  T  T   R  K  T  P   C  G  E   G  S  K    75 

 301 ACCTGGGATC GCTTCCAGAT GAGGATCCAC AAGCGCCTGA TTGATCTGCA CAGCCCATCT  

     T  W  D  R   F  Q  M   R  I  H   K  R  L  I   D  L  H   S  P  S    95 

 361 GAGATTGTCA AGCAGATCAC CTCCATCAGC ATTGAACCAG GTGTAGAGGT TGAGGTTACC  

     E  I  V  K   Q  I  T   S  I  S   I  E  P  G   V  E  V   E  V  T    115 

 421 ATCGCTGACG CATAAa 

     I  A  D  A   -                                                     119 

Figura 15. Seqüència nucleotídica i aminoàcids deduïts d’RPS20 de S. aurata. Els nucleòtids 
corresponents a la CDS es troben en majúscules, mentre que les regions 5’ i 3’ UTR es troben en 
minúscules. Els codons d’inici (ATG) i de final (TAA) estan marcats en negreta. La seqüència 
d’aminoàcids està marcada amb majúscules i negreta. La seqüència nucleotídica aïllada durant 
l’assaig de doble híbrid es troba ressaltada en gris. 

 

   1 taacggcaaa taccactgaa cgccggtcca acATGCCTGC TGATTACAAT GGACGCTGGG 

                                        M  P  A   D  Y  N   G  R  W  E  10 

  61 AGATGGTGAG CAACGAGAAC TTCGAGGATG TCATGAAAGG CTTAGACATT GACTTCGCCA 

       M  V  S   N  E  N   F  E  D  V   M  K  G   L  D  I   D  F  A  T  30 

 121 CCAGGAAGAT AGCCGTCCAC CTGCATCAGA CAAAAATAAT CGTCCAGAAT GGAGACAAGT 

       R  K  I   A  V  H   L  H  Q  T   K  I  I   V  Q  N   G  D  K  F  50 

 181 TTGAAACGAA GACCCTCAGC ACCTTCAGGA ACTACGAGGT CAACTTCACC ATAGGAGAGG  

       E  T  K   T  L  S   T  F  R  N   Y  E  V   N  F  T   I  G  E  E  70 

 241 AGTTTGAGGA GCAGACAAAG GCCCTGGACA ACCGGAAGGT CAAGACACTG GTTACCTGGG  

       F  E  E   Q  T  K   A  L  D  N   R  K  V   K  T  L   V  T  W  D  90 

 301 ACGGAGACAA GCTGGTGTGC GTCCAGAAGG GAGAGAAAGA AAACCGCGGC TGGAGACAAT  

       G  D  K   L  V  C   V  Q  K  G   E  K  E   N  R  G   W  R  Q  W  110 

 361 GGATCGAGGG AGACCTGCTA CACCTGGAAA TCCATGTGCT TGACAAAGTC TGCCACCAAA 

       I  E  G   D  L  L   H  L  E  I   H  V  L   D  K  V   C  H  Q  T  130 

 421 CATTTAAGAA GAGCCAGTAA gatgggaacc acctcggtct caacgaagct gcccgtcatg 

       F  K  K   S  Q  -                                                135 

 481 tgatgcatgt tgctgtctat ttataat 

Figura 16. Seqüència nucleotídica i aminoàcids deduïts d’RBP2 de S. aurata. Els nucleòtids 
corresponents a la CDS es troben en majúscules, mentre que les regions 5’ i 3’ UTR es troben en 
minúscules. Els codons d’inici (ATG) i de final (TAA) estan marcats en negreta. La seqüència 
d’aminoàcids està marcada amb majúscules i negreta. La seqüència nucleotídica aïllada durant 
l’assaig de doble híbrid es troba ressaltada en gris. 
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   1 actgccatcA TGAACTTAAA GCTCCTCTTC ATTTGCCTCT TCTTAGCAGC GCTTGTCATA 

              M   N  L  K   L  L  F   I  C  L  F   L  A  A   L  V  I    17 

  61 CCTGCTGAAC TGAAACCTAA ATACAAGAAA CATCGTCATC GTGACCATCA CGATCCTGAC 

     P  A  E  L   K  P  K   Y  K  K   H  R  H  R   D  H  H   D  P  D    37 

 121 AGACCTGGAC ATCATAAACA TGGCAAGAGA GCAAAATATG AGGACATAAT TAAAGATGCT  

     R  P  G  H   H  K  H   G  K  R   A  K  Y  E   D  I  I   K  D  A    57 

 181 TTCTATGAGA TCATAGATTC ATTGAGTGGT GATGATGATG ATGAAGACGA AGAAAGTGCA 

     F  Y  E  I   I  D  S   L  S  G   D  D  D  D   E  D  E   E  S  A    77 

 241 GACTGGTTCT ATGATCTTCA AAACGACAAA TGCAACCCAA ATCCTTGCCT CAACAATGGT 

     D  W  F  Y   D  L  Q   N  D  K   C  N  P  N   P  C  L   N  N  G    97 

 301 GTGTGTGAGG AAAAAGGCAA AAAAGGCAAA ATCAAATGTG ATTGTCCCAG ACCTTTCAAG 

     V  C  E  E   K  G  K   K  G  K   I  K  C  D   C  P  R   P  F  K    117 

 361 GGAAGGAGAT GCGAGAAAGG TCCAAAACAT TGTAGGAAAG GTATATGTGG GCGTGGTGAA 

     G  R  R  C   E  K  G   P  K  H   C  R  K  G   I  C  G   R  G  E    137 

 421 TGTGTTCTGA TTTCAACTCC TCCATTCTAT GAGTGCAAGT GCAAAGAGCC CTTCCAGCCT 

     C  V  L  I   S  T  P   P  F  Y   E  C  K  C   K  E  P   F  Q  P    157 

 481 CCCCGCTGCA GAACTGTTGC ACTGTGTGAG CCTAGCCCAT GTAAGAATGG TGGAACATGT 

     P  R  C  R   T  V  A   L  C  E   P  S  P  C   K  N  G   G  T  C    177 

 541 GTCAAGGACG GAAATGACTT TGACTGCCAG TGCCCTCCGG GGTACAGAGG ACGTTTCTGC 

     V  K  D  G   N  D  F   D  C  Q   C  P  P  G   Y  R  G   R  F  C    197 

 601 CATGTTGGCC CCGATGACTG CTATGTGGAT GATGGAGAAT CATACCGTGG CAATGTGAGT 

     H  V  G  P   D  D  C   Y  V  D   D  G  E  S   Y  R  G   N  V  S    217 

 661 GAGACAGATG ATGGTGATGA ATGCCTCTAC TGGAACTCTC AGTTCATCCT AGAGAAAGGA 

     E  T  D  D   G  D  E   C  L  Y   W  N  S  Q   F  I  L   E  K  G    237 

 721 GCCGATCCCT TTGATTCCTT TGAGGACAAA GATGGACTTG GCCCTCACAA CTTCTGCAGA 

     A  D  P  F   D  S  F   E  D  K   D  G  L  G   P  H  N   F  C  R    257 

 781 AACCCAGATG GAGAGCTGAT GCCATGGTGC TTCTTCAGAA GAGGCCGCAG GTTGTTGTGG 

     N  P  D  G   E  L  M   P  W  C   F  F  R  R   G  R  R   L  L  W    277 

 841 GACTACTGTG ATGTGACAGA GTGTCCTGTA CCAACAGGTG TGGCGCCAAC TGGTGTTGTC 

     D  Y  C  D   V  T  E   C  P  V   P  T  G  V   A  P  T   G  V  V    297 

 901 CCTCCAGGCC CTGATCCTAC TGCTCCAAAG CCCCAACCAA CAGAACCTCA ACCTACAGCC 

     P  P  G  P   D  P  T   A  P  K   P  Q  P  T   E  P  Q   P  T  A    317 

 961 CCTCAGCCTT CAACACCTCA ACCCACAACA GTCCCCAAGC CAGCGACTAC CAAACCCCCA 

     P  Q  P  S   T  P  Q   P  T  T   V  P  K  P   A  T  T   K  P  P    337 

1021 ACAGCTGAGC AGCCCACCCA GGCTCCACCA CCTTCTTCTA CCACCCCTGG TGCTTCTGTC 

     T  A  E  Q   P  T  Q   A  P  P   P  S  S  T   T  P  G   A  S  V    357 

1081 ATTCCGAGTG CCACCCCTCC ACTGCAACAG TTTTCCACTT GCGGCAAGCC TCAGCCAAAA 

     I  P  S  A   T  P  P   L  Q  Q   F  S  T  C   G  K  P   Q  P  K    377 

1141 AAGGCCATAA CCCGAATCAT CAGTGGTCTA AAGGTCTCTC CCGGAGCTAT ACCTTGGCAG 

     K  A  I  T   R  I  I   S  G  L   K  V  S  P   G  A  I   P  W  Q    397 

1201 GTGTCTATTC AAGTGAGACC ACAGAAGTCA AACCTGCCGT TCAGACACAC GTGTGGAGGT 

     V  S  I  Q   V  R  P   Q  K  S   N  L  P  F   R  H  T   C  G  G    417 

1261 GTTCTCATCG AGAGCTGCTG GGTACTGACA GCTGCACACT GCATTGAACC AAACACTGAA 

     V  L  I  E   S  C  W   V  L  T   A  A  H  C   I  E  P   N  T  E    437 

1321 ATGGAGGTGG TCATGGGAGG TCTGTCTCTA AATATAGACG AACCCACAGA GCAAACCCTA 

     M  E  V  V   M  G  G   L  S  L   N  I  D  E   P  T  E   Q  T  L    457 
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1381 AGAGTTGAAG AGGCTATTAG GCATGAGAAC TACAGGGAGA CTCCTTCAGC AGTTTACAAC 

     R  V  E  E   A  I  R   H  E  N   Y  R  E  T   P  S  A   V  Y  N    477 

1441 GACATAGGCT TGTTGAGGCT GAATGGTATC AACGGAGTTT GTGCCAATGA GACCCAGTTT 

     D  I  G  L   L  R  L   N  G  I   N  G  V  C   A  N  E   T  Q  F    497 

1501 GTGAAGACAG CCTGTCTGCC CGATGCTCAG CTGCCTGATG GGATGGAGTG TAAAATTTCT 

     V  K  T  A   C  L  P   D  A  Q   L  P  D  G   M  E  C   K  I  S    517 

1561 GGATGGGGTG CCACTGAAGA ATTTGAATAT GGTTCTAACC ATTTGCTGTC GGCCAATGTA 

     G  W  G  A   T  E  E   F  E  Y   G  S  N  H   L  L  S   A  N  V    537 

1621 CTGCTGATCA ACCAGGAAAA GTGCATGGAG CCTATTGTTT ATGGCAGTGT CCTGGATAAT  

     L  L  I  N   Q  E  K   C  M  E   P  I  V  Y   G  S  V   L  D  N    557 

1681 TCTATGTTCT GTGCTGGCCA CCTGCAGGGA GGGGTGGATT CCTGCCAGGG TGACTCTGGA 

     S  M  F  C   A  G  H   L  Q  G   G  V  D  S   C  Q  G   D  S  G    577 

1741 GGACCACTGA CTTGTAGGCA AAATAATACC AGCGTTGTTT ATGGTATTGT GAGTTGGGGA 

     G  P  L  T   C  R  Q   N  N  T   S  V  V  Y   G  I  V   S  W  G    597 

1801 GACCAATGTG GAATGAAGAA CAAGCCTGGG GTCTACACAC GGGTCACTAA CTTCCTGGAC 

     D  Q  C  G   M  K  N   K  P  G   V  Y  T  R   V  T  N   F  L  D    617 

1861 TGGATCAAGT CAAAGACTCA GGCAGCATCT CCATAAgcaa ccttgattac tcagcaacat 

     W  I  K  S   K  T  Q   A  A  S   P  -                              628 

1921 gccagtaagt ttagccaagg acgtgtttat gtacagagca ggtattactc ctcccgatta 

1981 agctttgggt ttttgtgcac ttgtacctgt tatttttttg cttaacaggt ctataacacc 

2041 atctttat 

Figura 17. Seqüència nucleotídica i aminoàcids deduïts d’HABP2 de S. aurata. Els nucleòtids 
corresponents a la CDS es troben en majúscules, mentre que les regions 5’ i 3’ UTR es troben en 
minúscules. Els codons d’inici (ATG) i de final (TAA) estan marcats en negreta. La seqüència 
d’aminoàcids està marcada amb majúscules i negreta. La seqüència nucleotídica aïllada durant 
l’assaig de doble híbrid es troba ressaltada en gris. 

A la taula 4 es mostren les quatre proteïnes seqüenciades amb el nombre d’aminoàcids que 

corresponen a la proteïna, i el pes molecular deduït. 

Nom ID GenBank cDNA aïllat 
Nombre 

d’aminoàcids 
Pes molecular 

F-lectina KM014671 1360 pb 312 aa 34601.6 Da 

RPS20 KM014674 436 pb 119 aa 13346.6 Da 

RBP2 KM014673 507 pb 135 aa 15900.0 Da 

HABP2 KM014672 2048 pb 628 aa 69160.2 Da 

Taula 4. Identificació i característiques dels cDNAs sencers corresponents a les proteïnes 
aïllades durant l’assaig de doble híbrid. Identificació a la base de dades de GenBank de les 
diferents proteïnes aïllades dels clons positius en l’assaig doble híbrid d’interacció entre 
proteïnes. La taula representa la mida en parell de bases del cDNA aïllat (comprenent les regions 
UTR) i el nombre d’aminoàcids de la proteïna resultant. S’afegeix una predicció del pes molecular 
de cada proteïna. 

De les quatre proteïnes potencialment positives es va decidir continuar els estudis d’interacció 

amb una d’elles, l’F-lectina. Com cALT2, l’F-lectina presenta una regió poliasparragina en la 

seva seqüència que podria estar implicada en interaccions proteïna-proteïna. 
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4.2.2  Caracterització de l’F-lectina 

L’F-lectina o fucolectina és una proteïna d’unió a la fucosa. Pertany a una nova família de 

lectines amb un plegament únic (lectines tipus F), que es troba només en peixos. Les lectines 

es caracteritzen per tenir diferents dominis d’unió a carbohidrats (CRD, Carbohydrate 

Recognition Domain). En el cas de les F-lectines, el carbohidrat de preferència és la fucosa 

(Kilpatrick, 2002; Vasta et al, 2011). 

          *:*: **:***::*:****.*:*********** **   .:***********::**:*** 

Sau       MKHTGVFILLLFFGSCSAYTYQNVALRGKATQSYRYEPSNYGAAYNAIDGNRETDFKAGS 60 

Msax      MRHSVVFLLLLLLGACSAYNYKNVALRGKATQSARYLH-THGAAYNAIDGNRNSDFEAGS 59 

Mchr      MMKLSVFLVLLLLDSSSAHTYKNVALRGKATQSARYVH-TFGAAYNAIDGNSESDFHAGS 59 

Dlab      MRHSVVFLLLLLLGAGSAYNYKNLALRGKATQSARYVH-TFGAAYSAIDGNRDPVFDAGS 59 

          * :  **::**:: : **:.*:*:********* **   ..****.***** :  *.*** 

 

          **** ************* *****:************:**.**:****:*:.**:** .. 

Sau       CTHTAEQTNPWWRVDLLESYIVTSVTITNRGDCCPERINGAEIRIGNSLQDHGVTNPLAA 120 

Msax      CTHTIEQTNPWWRVDLLEPYIVTSITITNRGDCCPERLNGVEIHIGNSIQENGVANPRVG 119 

Mchr      CTHTAEQTNPWWRVDLLDPYIVTSITITNRGDCCAERLNGLQIHIGNSLQNNSLENPMVG 119 

Dlab      CTHSAEQTNPWWRVDLLEPYIVTSIIITNREDCCADRLNGAEIHIGNSLLDGGAANPRVG 119 

          ***: ************: *****: **** *** :*:** :*:****: : .  ** .. 

 

          ** . **  *.*::: :*.*******:*** **:*:******:************:***: 

Sau       VIFENPAVNSFTFTLQNRFEGRYVTVVLPGPNKILSLCEVEVYGYRAPTGENLALQGKAS 180 

Msax      VISHIPAGISHTISFTERVEGRYVTVLLPGTNKVLTLCEVEVHGYRAPTGENLALRGKAT 179 

Mchr      TIAEIGAAKSFNLPLSDRPEGRYVTLVLPGSKRILTLCEVEIYGYRAPTSENLALQGKAT 179 

Dlab      VISHIPAGISHTFSFTERLEGRYLTVLIPGTNKFLTLCEVEVYGYRAPTGENLALQGKAT 179 

          .* .  *  *..: : :* ****:*:::** ::.*:*****::******.*****:***: 

 

          ****: .**********:***:: ******:* ******:** ***:*:***:***..:. 

Sau       QSSLYANGIAYNAIDGNHANNFDRASCTHTNNDMNPWWRLDLRKTHKVLSVKITNRHNYS 240 

Msax      QSSLFESGIAYNAIDGNQANNWEMASCTHTKNTMNPWWRMDLSKTHRVFSVKVTNRDSFE 239 

Mchr      QSSLYGLGIASNAIDGNRASSWNQPSCTHTNNDMNPWWRLSLPKTHRVFSVKVTNRDEVE 239 

Dlab      QSSLYEFGIAYNAIDGNQANNWIKASCSHTNKEMNPWWRLDLRKTHRVFSVKVTNRDSYE 239 

          ****:  *** ******:*..:   **:**:: ******:.* ***:*:***:***.. . 

 

          :*:***********:**********:**.*****::************.:********** 

Sau       ERLNGAEIRIGDSLENNGNNNPRCALITEIPAGATAEFQCNGMDGRYVTVVIPGREEYLT 300 

Msax      KRINGAEIRIGDSLDNNGNNNPRCAVITSIPAGASTEFQCNGMDGRYVNIVIPGREEYLT 299 

Mchr      ERINGAEIRIGDSLDNNGNNNPRCAVIPSIPASATAEFQCNGMDGRYINIVIPGRKEYLT 299 

Dlab      QRINGAEIRIGDSLDNNGNNNQRCAVITSIPASATTEFQCNGMDGRYVNIVIPGKEEYLT 299 

          :*:***********:****** ***:* .***.*::***********:.:****::**** 

 

          ************ 

Sau       LCEVEVYGSVLD        312 

Msax      LCEVEVYGSVLD        311 

Mchr      LCEVEVYGSVLD        311 

Dlab      LCEVEVYGSVLD        311 

          ************ 

Figura 18. Alineament de la seqüència d’aminoàcids de l’F-lectina de S. aurata amb seqüències 
descrites per a altres organismes. L’homologia entre els residus d’aminoàcids de les diferents 
espècies es representa marcada en gris, i amb la sèrie d’asteriscs situats a sota de l’alineament. 
L’homologia entre l’F-lectina de S. aurata i Morone saxatilis es representa amb els residus en 
negreta i la sèrie d’asteriscs situats a la part superior de l’alineament. L’alineament es va fer 
utilitzant el programa informàtic Clustal Omega (Clustal Omega 1.2.1). Sau: Sparus aurata, 
KM014671; Msax: Morone saxatilis, ABB29997.1; Mchr: Morone chrysops, ABB29992.1; Dlab: 
Dicentrarchus labrax, ACF94293.1. 
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L’F-lectina d’orada presenta un elevat grau d’homologia en la seva seqüència d’aminoàcids 

amb l’F-lectina d’altres espècies de peixos. Tal com es mostra a la figura 18, presenta una 

identitat aproximada del 74 % amb el llobarro (Dicentrarchus labrax) i el llobarro blanc 

(Morone chrysops), i del 75 % amb el llobarro ratllat (Morone saxatilis). 

En particular, la seva homologia en la seqüència d’aminoàcids amb la proteïna de Morone 

saxatilis és especialment útil, ja que l’estructura terciària d’aquesta F-lectina s’ha descrit a 

partir de la seva cristal·lització (Protein Data Base ID: 3CQO). S’ha caracteritzat i visualitzat 

l’estructura i els llocs d’unió a la fucosa en l’F-lectina de M. saxatilis, determinat els diferents 

CRD, que queden exposats a la part externa de la proteïna, i identificat els aminoàcids 

implicats en la unió a la fucosa (Bianchet, 2010). Donada l’alta homologia amb la seqüència 

d’aquesta proteïna, és possible fer una predicció de l’estructura de l’F-lectina d’orada (figura 

19). 

 A B C 

    

Figura 19. Estructura terciària predita per a l’F-lectina de S. aurata. Estructura obtinguda a partir 
de l’alineament de la seqüència proteica de l’F-lectina d’orada amb l’estructura cristal·litzada de 
l’F-lectina de llobarro ratllat (Morone saxatilis MsaFBP32, estructura 3CQO). Visualització en 
dibuix segons l’estructura secundària en Jmol (Jmol 14.2.4_2014.08.03). Els girs beta es troben 
representats en blau, les fulles beta en cintes de color groc, i les hèlix en cintes violeta. La resta 
d’estructures es representen amb color gris. A. Representació de l’estructura terciària de l’F-
lectina de S. aurata deduïda per homologia. B. Els aminoàcids corresponents a la seqüència 
aïllada durant l’assaig de doble híbrid es troben ressaltats en groc. C. Ampliació de les zones 
d’unió a la fucosa en els dominis N i C terminal. Els aminoàcids importants en la unió a la fucosa 
es troben ressaltats amb groc, i marcats amb una fletxa. 

L’anàlisi bioinformàtic amb el programa SignalP 4.1 indica la presència d’un pèptid senyal amb 

una probabilitat del 91 % de la posició 1 a la 18, amb el lloc de tall entre les posicions 18 i 19. 
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La presència d’aquest pèptid senyal indica que la proteïna podria ser secretada seguint la via 

clàssica. La seqüència restant està compresa per dos subdominis de lectina de tipus F situats 

en tàndem. El fragment de cDNA aïllat durant l’assaig doble híbrid en llevat corresponia al 

subdomini C-terminal de la proteïna. Per tant, és de suposar que la interacció amb cALT2 es fa 

a través d’aquest domini. 

                                                                 ↓ 

Nter      MKHTGVFILLLFFGSCSAYTYQNVALRGKATQSYRYEPSNYGAAYNAIDGNRETDFKAGS 60 

Cter      --------------------GENLALQGKASQSSLYA---NGIAYNAIDGNHANNFDRAS 206 

                               :*:**:***:**  *     * ********: .:*. .* 

 

            ↓                          ↓xx↓↓xx↓xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx 

Nter      CTHTAEQTNPWWRVDLLESYIVTSVTITNRGDCCPERINGAEIRIGNSLQDHGVTNPLAA 120 

Cter      CTHTNNDMNPWWRLDLRKTHKVLSVKITNRHN-YSERLNGAEIRIGDSLENNGNNNPRCA 265 

          **** :: *****:** ::: * **.**** :   **:********:**::.* .** .* 

 

 

Nter      VIFENPAVNSFTFTLQNRFEGRYVTVVLPGPNKILSLCEVEVYGYRAPT             169 

Cter      LITEIPAGATAEFQ-CNGMDGRYVTVVIPGREEYLTLCEVEVYGSVLD              312 

          :* * **  :  *   * ::*******:** :: *:********      

Figura 20. Alineament de la seqüència de proteïna dels dos subdominis de l’F-lectina de S. 
aurata. Alineament dels dos subdominis d’F-lectina situats en tàndem utilitzant el programa 
informàtic Clustal Omega (Clustal O 1.2.1). El pèptid senyal situat a l’extrem N terminal de la 
proteïna està marcat amb fons gris i subratllat. Els diferents dominis d’unió a carbohidrats (CRD) 
es troben marcats amb fons gris. Els aminoàcids amb la marca superior (↓) indiquen els residus 
predits clau per a la unió a fucosa. 

Els dos subdominis, N-terminal i C-terminal, comparteixen una gran homologia de seqüència 

(figura 20), amb una identitat del 55 %. Si s’exceptuen les zones deduïdes com a CRD (ja que 

són regions molt variables), la identitat augmenta fins a un 65 %. A més, alguns dels residus 

clau per a la unió a la fucosa no es troben conservats en els domini C-terminal, la qual cosa 

suggereix que l’afinitat per les diferents estructures fucosilades pot diferir en els dos 

subdominis. 
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4.3  Localització subcel·lular de l’F-lectina, cALT1 i cALT2 en cèl·lules 

eucariotes 

Per comprovar la viabilitat de la interacció entre F-lectina i cALT1 o cALT2 in vivo, es va 

analitzar la localització subcel·lular de les tres proteïnes expressades en cèl·lules SBL. 

Per dur a terme aquest objectiu, s’obtingueren constructes que expressaven cALT1, cALT2 i F-

lectina fusionades a fluoròfors. D’aquesta manera es visualitzà la localització subcel·lular de les 

proteïnes assajades utilitzant un microscopi confocal capaç d’excitar el fluoròfor i de detectar-

ne l’emissió.  

Els constructes de fusió de cALT1 i cALT2 a l’extrem N-terminal d’EGFP (un fluoròfor que es 

detecta a la longitud d’ona del verd si s’excita a 488 nm) es van realitzar prèviament al 

laboratori (Metón et al, 2004; Anemaet et al, 2008). Es tracta dels constructes pcALT1-EGFP i 

pcALT2-EGFP, respectivament. 

L’F-lectina es va clonar dins d’un vector que permet l’expressió de la proteïna fusionada a 

DsRedmon, un fluoròfor que es pot detectar a la longitud d’ona del vermell si s’excita a 561 nm. 

Donat que l’F-lectina té un pèptid senyal al seu extrem N-terminal, i que aquest pèptid podria 

ésser important per a la bona compartimentació de la proteïna, l’F-lectina es va clonar en dos 

vector diferents: pDsRedmonMCS-N i pDsRedmon-C. El vector pDsRedmonMCS-N expressa l’F-

lectina fusionada a l’extrem N-terminal de DsRedmon (o el que és el mateix, el fluoròfor 

DsRedmon es fusiona a l’extrem C-terminal de l’F-lectina, deixant el pèptid senyal lliure). El 

vector pDsRedmon-C expressa l’F-lectina fusionada pel seu extrem N-terminal al fluoròfor 

DsRedmon, deixant lliure el domini C-terminal d’interacció detectat en el sistema doble híbrid. 

Per realitzar el subclonatge als vectors pDsRedmonMCS-N i pDsRedmon-C, la CDS de l’F-lectina 

es va amplificar per PCR utilitzant les parelles d’encebadors MG1403/MG1404 i 

MG1105/MG1106 respectivament, i el constructe pGEM-Flectin com a motllo. El subclonatge 

dels amplicons resultants generaren els constructes pFlectin-DsRedmon i pDsRedmon-Flectin. 

Per comprovar la localització subcel·lular de les proteïnes cALT1, cALT2 i F-lectina, cèl·lules SBL 

es van sembrar sobre cobreobjectes, i a les 24 hores es van transfectar amb els plasmidis 

pcALT1-EGFP, pcALT2-EGFP i el control negatiu pEGFP. Després de 48 hores les cèl·lules van 

ésser fixades per a la seva posterior visualització al microscopi confocal. Es van prendre 

fotografies de les cèl·lules a les longituds d’ona d’excitació d’EGFP (488 nm).  
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Tal com estava prèviament descrit en les línies cel·lulars CHO i HEK293 (Metón et al, 2004; 

Anemaet et al, 2008), en cèl·lules SBL la distribució de cALT1 i cALT2 és difosa per tota la 

cèl·lula, suggerint una localització preferentment citosòlica. Tot i amb això, es pot apreciar a 

més un patró lleugerament vesiculat per a ambdues proteïnes (figura 21). 

 EGFP cALT1-EGFP cALT2-EGFP 

 

Figura 21. Localització subcel·lular de cALT1-EGFP i cALT2-EGFP en cèl·lules SBL. Cèl·lules SBL es 
van sembrar en plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg del 
control negatiu (pEGFP) i dels constructes de fusió fluorescents pcALT1-EGFP i pcALT2-EGFP. 
Després de 48 hores les cèl·lules es van fixar i van ésser analitzades amb un microscopi confocal 
d’escaneig amb làser. Imatges representatives preses a la longitud d’excitació d’EGFP (488 nm, 
representat en verd). 

D’altra banda, per tal de comprovar la localització subcel·lular de l’F-lectina d’orada, cèl·lules 

SBL es van sembrar sobre cobreobjectes, i a les 24 hores es van transfectar amb el plasmidi de 

fusió pFlectin-DsRedmon i el control negatiu pDsRedmonMCS-N. Després de 48 hores les 

cèl·lules es van recollir i els cobreobjectes es van muntar per a la visualització al microscopi 

confocal. Es van prendre fotografies de les cèl·lules a les longituds d’ona d’excitació de 

DsRedmon (561 nm).  

La figura 22 mostra un patró de localització subcel·lular per a l’F-lectina en forma vesiculada. El 

patró de distribució de les vesícules és citosòlic amb tendència perinuclear. Aquesta 

localització és consistent amb els estudis in silico (punt 4.2.2), i suggereix la presència d’un 

pèptid senyal en l’F-lectina, de manera que la proteïna podria seguir la via clàssica de síntesi a 

l’aparell de Golgi i secreció a través de vesícules. 
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 DsRedmon Flectin-DsRedmon  

 

Figura 22. Localització subcel·lular de Flectin-DsRedmon en cèl·lules SBL. Cèl·lules SBL es van 
sembrar en plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg del control 
negatiu pDsRedmonMCS-N i el constructe de fusió fluorescent pFlectin-DsRedmon. Després de 
48 hores les cèl·lules es van fixar i van ésser analitzades amb un microscopi confocal d’escaneig 
amb làser. Imatges representatives preses a la longitud d’excitació de DsRedmon (561 nm, 
representat en vermell). 

4.3.1  Localització en aparell de Golgi de l’F-lectina, cALT1 i cALT2 

Per comprovar si l’F-lectina segueix la via de secreció clàssica, on la proteïna es marca a 

l’aparell de Golgi per a la seva secreció, es va realitzar una immunodetecció amb un anticòs 

que detecta la proteïna GM130 (GM130, BD Transduction Laboratories). La proteïna GM130 

forma part de la matriu de cis-Golgi (Puthenveedu et al, 2006; Marra et al,, 2007; Valentijn et 

al, 2007; Holst et al, 2013; Shitara et al, 2013). La detecció d’aquest anticòs en el microscopi es 

va fer a través d’un anticòs secundari, Alexa Fluor 647 (Life Technologies), que és capaç 

d’emetre fluorescència si s’excita a una longitud d’ona de vermell llunyà (633 nm). 

Cèl·lules SBL es van transfectar amb els constructes pFlectin-DsRedmon, pcALT1-EGFP o 

pcALT2-EGFP, i després de 48 hores es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una 

hora amb l’anticòs que s’uneix a la proteïna GM130, i una hora més amb l’anticòs secundari 

Alexa Fluor 647. Les cèl·lules es van visualitzar en un microscopi confocal d’escaneig làser a les 

longituds d’ona de 561 nm (Flectin-DsRedmon, en vermell), 488 nm (cALT1-EGFP i cALT2-EGFP, 

en verd) i 633 nm (GM130, en blau). 

Les figures 23, 24 i 25 mostren les imatges representatives de cèl·lules transfectades amb els 

plasmidis d’expressió de Flectin-DsRedmon, cALT1-EGFP i cALT2-EGFP, respectivament, 

incubades en presència de l’anticòs que detecta GM130, juntament amb una imatge de 

solapament (merge) per detectar la possible colocalització de GM130 i les proteïnes assajades. 

Per visualitzar la colocalització amb més detall s’adjunta una imatge ampliada de la zona 

marcada amb un requadre blanc a la imatge de solapament (figura 23B, figura 24B i figura 25B). 
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En les imatges ampliades se senyala part de l’aparell de Golgi amb fletxes blanques, i es 

marquen les regions d’interès (ROI) sobre les que es mesuren els histogrames representatius 

de les intensitats d’emissió de fluorescència en escala de grisos per a cada fluoròfor en la 

distància fixada a la ROI (figura 23C i D, figura 24C i figura 25C). 

A 

 Flectin-DsRedmon GM130 merge 

 

B C D 

   

Figura 23. Localització en aparell de Golgi de Flectin-DsRedmon. Cèl·lules SBL es van sembrar en 
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg del plasmidi pFlectin-
DsRedmon. Després de 48 hores, les cèl·lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant 
una hora amb l’anticòs GM130, que posteriorment es va detectar mitjançant l’anticòs secundari 
Alexa Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les 
longituds d’ona de 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (GM130). S’adjunta la imatge de 
solapament (merge). B. Ampliació de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb línies 
grogues es marquen les ROI 1 i ROI 2. Les fletxes blanques indiquen aparell de Golgi. C. 
Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la zona de la ROI 1. D. Histograma 
d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la zona de la ROI 2. Els histogrames indiquen la 
superposició de les intensitats dels cromòfors a les zones marcades. 

En cèl·lules SBL es pot observar una colocalització parcial d’F-lectina i la proteïna marcadora 

d’aparell de Golgi GM130, identificable per la coloració violeta en la imatge de solapament 

ampliada resultant de la superposició dels fluoròfors vermell (Flectin-DsRedmon) i blau 

(GM130). De la mateixa manera, els histogrames de les dues ROI mesurades indiquen una 

coincidència en les intensitats dels dos fluoròfors en el mateix espai.  
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Aquests resultats suggereixen que F-lectina es troba parcialment localitzada en l’aparell de 

Golgi.  

A 

 cALT1-EGFP GM130 merge 

 

B C 

  

Figura 24. Localització en aparell de Golgi de cALT1-EGFP. Cèl·lules SBL es van sembrar en 
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg del plasmidi pcALT1-
EGFP. Després de 48 hores, les cèl·lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una 
hora amb l’anticòs GM130, que posteriorment es va detectar mitjançant l’anticòs secundari Alexa 
Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds 
d’ona de 488 nm (cALT1-EGFP) i 633 nm (GM130). S’adjunta la imatge de solapament (merge). B. 
Ampliació de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb línia groga es marca laROI 1. La fletxa 
blanca indica aparell de Golgi. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la 
zona de la ROI 1. Els histogrames indiquen la superposició de les intensitats dels cromòfors a les 
zones marcades. 

D’altra banda, en cèl·lules SBL transfectades només amb plasmidis d’expressió de cALT1 o 

cALT2, es pot observar que les isoformes de cALT no colocalitzen amb la proteïna GM130, o ho 

fan molt vagament en el cas de cALT2. En les imatges sense ampliar (figura 24A i figura 25A) es 

pot observar que les proteïnes cALT1 i cALT2 (marcades en verd) i GM130 (marcat en blau) no 

es troben en el mateix compartiment dins la cèl·lula. La superposició dels fluoròfors verd 

(cALT1-EGFP i cALT2-EGFP) i blau (GM130) s’hauria d’identificar amb coloració blanca a les 

imatges de solapament ampliades. En les imatges ampliades, no s’observa superposició de 

fluoròfors en les cèl·lules transfectades amb cALT1-EGFP i cALT2-EGFP (no hi ha estructures de 



RESULTATS  125 

 

color blanc a les imatges de solapament, i els histogrames d’intensitat dels fluoròfors no se 

superposen en la ROI definida). 

A 

 cALT2-EGFP GM130 merge 

 

B C 

  

Figura 25. Localització en aparell de Golgi de cALT2-EGFP. Cèl·lules SBL es van sembrar en 
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg del plasmidi pcALT2-
EGFP. Després de 48 hores, les cèl·lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una 
hora amb l’anticòs GM130, que posteriorment es va detectar mitjançant l’anticòs secundari Alexa 
Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds 
d’ona de 488 nm (cALT2-EGFP) i 633 nm (GM130). S’adjunta la imatge de solapament (merge). B. 
Ampliació de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb línia groga es marca la ROI 1. La 
fletxa blanca indica aparell de Golgi. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, 
a la zona de la ROI 1. Els histogrames indiquen la superposició de les intensitats dels cromòfors a 
les zones marcades. 

Aquests resultats suggereixen que en cèl·lules SBL sobreexpressant cALT1 i cALT2, aquestes 

proteïnes no es localitzen de manera significativa en l’aparell de Golgi, o que la seva 

localització en aquest compartiment és molt residual. 
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4.3.2  Localització en vesícules de secreció de l’F-lectina, cALT1 i cALT2 

Per comprovar que l’F-lectina es troba en vesícules de secreció es va realitzar una 

immunodetecció amb un anticòs que detecta la proteïna sintaxina-6 (STX-6, Abcam). La 

proteïna STX-6 es troba en el TGN i forma part de vesícules de secreció immadures (Bock et al, 

1997; Klumperman et al, 1998; Holst et al, 2013; Shitara et al, 2013). La detecció d’aquest 

anticòs en el microscopi es fa a través d’un anticòs secundari, Alexa Fluor 647 (Life 

Technologies), que és capaç d’emetre fluorescència si s’excita a una longitud d’ona de vermell 

llunyà (633 nm). 

En aquest cas es van utilitzar cèl·lules 293A, d’origen humà, donat que l’anticòs utilitzat, que 

detecta la proteïna de ratolí, no és capaç de detectar la STX-6 de llobarro que expressen les 

cèl·lules SBL. 

Cèl·lules 293A es van transfectar amb els constructes Flectin-DsRedmon, cALT1-EGFP o cALT2-

EGFP, i després de 48 hores es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una hora amb 

l’anticòs contra la STX-6, i una hora més amb l’anticòs secundari Alexa Fluor 647. Les cèl·lules 

es van visualitzar en un microscopi confocal d’escaneig làser a les longituds d’ona de 561 nm 

(Flectin-DsRedmon, en vermell), 488 nm (cALT1-EGFP i cALT2-EGFP, en verd) i 633 nm (STX-6, 

en blau).  

Les figures 26, 27 i 28 mostren les imatges representatives d’una cèl·lula transfectada amb els 

plasmidis d’expressió de Flectin-DsRedmon, cALT1-EGFP i cALT2-EGFP respectivament, i el seu 

marcatge amb l’anticòs que detecta STX-6, juntament amb una imatge de solapament (merge).  

Per visualitzar la possible colocalització de STX-6 i les proteïnes assajades amb més detall, 

s’adjunta una imatge ampliada de la zona marcada amb un requadre blanc a la imatge de 

solapament (figura 26B, figura 27B i figura 28B). En les imatges ampliades se senyalen vesícules 

de secreció amb fletxes blanques, i es marquen les regions d’interès (ROI) sobre les que es 

mesuren els histogrames (figura 26C i D, figura 27C i D, i figura 28C i D). Els histogrames 

representen les intensitats de fluorescència en escala de grisos de cada fluoròfor a la ROI.  
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En cèl·lules 293A s’observa la colocalització dels marcatges de la proteïna de fusió Flectin-

DsRedmon (en vermell), i l’anticòs contra STX-6 (en blau), visualitzada en forma de vesícules 

violeta. De la mateixa manera, les dues imatges d’histograma mostren els increments 

d’intensitat per a ambdós fluoròfors en les mateixes zones, indicant la presència dels 

fluoròfors al mateix lloc. 

Els resultats mostren que l’F-lectina colocalitza parcialment amb vesícules de secreció, tal com 

suggeria l’estudi bioinformàtic.  

A 

 Flectin-DsRedmon STX-6 merge 

 

B C D 

   

Figura 26. Localització en vesícules de secreció de Flectin-DsRedmon. Cèl·lules 293A es van 
sembrar en plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg del 
plasmidi pFlectin-DsRedmon. Després de 48 hores, les cèl·lules es van fixar i permeabilitzar. Es 
van incubar durant una hora amb l’anticòs STX-6, que posteriorment es va detectar mitjançant 
l’anticòs secundari Alexa Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi 
confocal, a les longituds d’ona de 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (STX-6). S’adjunta la 
imatge de solapament (merge). B. Ampliació de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb 
línies grogues es marquen les ROI 1 i ROI 2. Les fletxes blanques indiquen vesícules. C. 
Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la zona de la ROI 1. D. Histograma 
d’intensitat d’escala de grisos dels dos canals, a la zona de la ROI 2. Els histogrames indiquen la 
superposició de les intensitats dels cromòfors a les zones marcades. 
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La colocalització dels marcatges de les proteïnes de fusió cALT1-EGFP i cALT2-EGFP (en verd) i 

l’anticòs contra STX-6 (en blau) es visualitza en forma de vesícules blanquinoses. Encara que es 

poden arribar a visualitzar algunes vesícules amb colocalització, majoritàriament no és el cas. A 

més, els histogrames indiquen que en les regions on hi ha colocalització és, aquesta és només 

parcial.  

A 

 cALT1-EGFP STX-6 merge 

 

B C D 

   

Figura 27. Localització en vesícules de secreció de cALT1-EGFP. Cèl·lules 293A es van sembrar en 
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg del plasmidi pcALT2-
EGFP. Després de 48 hores, les cèl·lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una 
hora amb l’anticòs STX-6, que posteriorment es va detectar mitjançant l’anticòs secundari Alexa 
Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds 
d’ona de 488 nm (cALT1-EGFP) i 633 nm (STX-6). S’adjunta la imatge de solapament (merge). B. 
Ampliació de les zones marcades amb un requadre blanc. Amb línies grogues es marquen les ROI 
1 i ROI 2. Les fletxes blanques indiquen vesícules. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos 
dels dos canals, a la zona de la ROI 1. D. Histograma d’intensitat d’escala grisos dels dos canals, a 
la zona de la ROI 2. Els histogrames indiquen la superposició de les intensitats dels cromòfors a 
les zones marcades. 
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 cALT2-EGFP STX-6 merge 
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Figura 28. Localització en vesícules de secreció de cALT2-EGFP. Cèl·lules 293A es van sembrar en 
plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg del plasmidi pcALT2-
EGFP. Després de 48 hores, les cèl·lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una 
hora amb l’anticòs STX-6, que posteriorment es va detectar mitjançant l’anticòs secundari Alexa 
Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds 
d’ona de 488 nm (cALT2-EGFP) i 633 nm (STX-6). S’adjunta la imatge de solapament (merge). B. 
Ampliació de les zones marcades amb un requadre blanc. Amb línies grogues es marquen les ROI 
1 i ROI 2. Les fletxes blanques indiquen vesícules. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos 
dels dos canals, a la zona de la ROI 1. D. Histograma d’intensitat d’escala grisos dels dos canals, a 
la zona de la ROI 2. Els histogrames indiquen la superposició de les intensitats dels cromòfors a 
les zones marcades. 
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4.3.3  Efecte de la coexpressió d’F-lectina i cALT1 o cALT2 sobre la 

localització subcel·lular de cALT1 i cALT2 en cèl·lules SBL 

Per determinar si la coexpressió d’F-lectina amb cALT1 o cALT2 presenta algun efecte sobre la 

localització subcel·lular de cALT1 i cALT2, cèl·lules SBL van ésser transfectades amb les parelles 

de plasmidis pcALT1-EGFP/pFlectin-DsRedmon i pcALT2-EGFP/pFlectin-DsRedmon, que 

sobreexpressen les proteïnes cALT1 i cALT2 fusionades al fluoròfor EGFP, i F-lectina fusionada 

al fluoròfor DsRedmon. Aquests constructes de fusió es van visualitzar en un microscopi 

confocal d’escaneig làser excitant-los amb una longitud d’ona de 488 i 561 nm, respectivament. 

Per comprovar la localització d’F-lectina sense presència d’ALT citosòlica d’orada, també es va 

incloure el control negatiu pEGFP/pFlectin-DsRedmon. 

La figura 29 mostra imatges representatives de cèl·lules SBL transfectades amb les tres parelles 

de plasmidis. En les cèl·lules on es coexpressa F-lectina, s’observa una reorganització de la 

localització de les proteïnes de fusió cALT1-EGFP i cALT2-EGFP. Ambdues proteïnes presenten 

una colocalització parcial amb la proteïna de fusió Flectin-DsRedmon, en forma de vesícules 

perinuclears, que s’aprecia a les imatges obtingudes per solapament (merge) (figura 29B i C). 

D’altra banda, l’F-lectina deixa de formar vesícules disperses per tot el citoplasma (figura 29A) i 

passa a agrupar-se al voltant del nucli quan es coexpressa amb cALT1 o cALT2 (figura 29B i C). 

Aquests resultats indiquen que la coexpressió d’F-lectina amb cALT1 o cALT2 promou la 

formació de vesícules de gran mida, de distribució fonamentalment perinuclear, i on 

colocalitzen parcialment F-lectina amb cALT1 i cALT2. 
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 EGFP Flectin-DsRedmon merge 

 

B 

 cALT1-EGFP Flectin-DsRedmon merge 

 

C 

 cALT2-EGFP Flectin-DsRedmon merge 

 

Figura 29. Colocalització de cALT1/F-lectin i cALT2/F-lectin en cèl·lules SBL. Cèl·lules SBL es van 
sembrar en plaques de sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg de les 
parelles de constructes de fusió fluorescents pcALT1-EGFP/pFlectin-DsRedmon (B), cALT2-
EGFP/pFlectin-DsRedmon (C), i pEGFP/pFlectin-DsRedmon (A), utilitzat com a control per a la 
localització d’F-lectina. Després de 48 hores les cèl·lules es van fixar i van ésser analitzades amb 
un microscopi confocal d’escaneig amb làser. Imatges representatives preses a les longituds 
d’excitació d’EGFP (488 nm, representat en verd) i de DsRedmon (561 nm, representat en 
vermell). La colocalització de la fluorescencia d’EGFP i DsRedmon s’aprecia amb coloració groga a 
la imatge de solapament (merge).  
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4.4  Confirmació per la tècnica de FRET de la interacció entre F-lectina i 

les isoformes cALT1 i cALT2 

Quan s’identifiquen interaccions proteïna-proteïna utilitzant un mètode d’estudi, és important 

validar la interacció detectada amb un mètode alternatiu. Durant l’assaig doble híbrid realitzat, 

es van aïllar els cDNAs que codificaven per a quatre fragments de proteïnes amb potencial 

d’interaccionar amb cALT2. El mètode alternatiu escollit en aquest treball va ésser el càlcul de 

l’eficiència de FRET mitjançant el mètode del fotoblanqueig. Aquest mètode es va escollir per 

validar la interacció entre les quatre proteïnes aïllades i cALT2, i comprovar si la interacció es 

dóna també amb l’altra isoforma citosòlica de l’ALT d’orada, cALT1. 

Per comprovar la interacció entre dues proteïnes mitjançant el càlcul de l’eficiència de FRET 

pel mètode del fotoblanqueig es requereix disposar de les dues proteïnes que s’han d’assajar 

fusionades a fluoròfors diferents, que actuaran un com a donant i i l’altre com a acceptor. Els 

fluoròfors utilitzats han de tenir espectres d’emissió del donant i d’excitació de l’acceptor 

solapants, per tal que el fluoròfor donant sigui capaç de transmetre la seva energia d’emissió 

al fluoròfor acceptor, que s’excitarà al rebre-la. 

Els constructes que expressen cALT1 i cALT2 fusionats al fluoròfor donant (EGFP) van ésser 

pcALT1-EGFP i pcALT2-EGFP. Els constructes que expressen la proteïna F-lectina fusionada al 

fluoròfor acceptor (DsRedmon) van ésser pFlectin-DsRedmon i pDsRedmon-Flectin. El clonatge 

dels diferents constructes és el descrit al punt 4.3.  

El constructe de fusió pFlectin-DsRedmon deixa el pèptid senyal d’F-lectina lliure, assegurant la 

localització nativa de la proteïna, però el fluoròfor DsRedmon es troba fusionat al domini C-

terminal d’F-lectina, responsable de la interacció amb cALT2 detectada en l’estudi doble híbrid. 

D’altra banda, el constructe pDsRedmon-Flectin deixa lliure l’extrem C-terminal de l’F-lectina, 

però el fluoròfor DsRed-mon n’apantalla el pèptid senyal. L’assaig d’eficiència de FRET es 

realitzà utilitzant els dos constructes. 

Cèl·lules SBL es van créixer en cobreobjectes de vidre utilitzant plaques de 6 pous, a una 

densitat de 5 x 105 cèl·lules/pou. Després de 24 hores es van transfectar amb les combinacions 

de plasmidis descrites a continuació. Per a l’experiment on F-lectina queda amb el pèptid 

senyal lliure es van utilitzar com a controls negatius: pEGFP i pDsRedmonMCS-N, pEGFP i 

pFlectin-DsRedmon, pcALT1-EGFP i pDsRedmonMCS-N, pcALT2-EGFP i pDsRedmonMCS-N. A 

més, es va assajar la interacció de:  pcALT1-EGFP i pFlectin-DsRedmon, pcALT2-EGFP i pFlectin-



RESULTATS  133 

 

DsRedmon. Per a l’experiment on F-lectina queda amb l’extrem C-terminal lliure els controls 

negatius van ser: pEGFP i pDsRedmon-C, pEGFP i pDsRedmon-Flectin, pcALT1-EGFP i 

pDsRedmon-C, pcALT2-EGFP i pDsRedmon-C. Les interaccions assajades foren: pcALT1-EGFP i 

pDsRedmon-Flectin, pcALT2-EGFP i pDsRedmon-Flectin. Quaranta-vuit hores després de la 

transfecció, les cèl·lules es van fixar per a la seva visualització al microscopi confocal.  

Per realitzar l’assaig d’eficiència de FRET, el fluoròfor donant (EGFP) i l’acceptor (DsRed-mon) 

es van excitar a baixa energia utilitzant els làsers a 488 i 561 nm respectivament, per registrar 

l’emissió dels fluoròfors. Seguidament, les cèl·lules van ésser fotoblanquejades en una àrea 

determinada (ROI) a 561 nm, a una intensitat de làser del 100 %, per desnaturalitzar les 

molècules de fluoròfor acceptor, i es van excitar de nou a baixa energia per registrar l’emissió 

posterior al fotoblanqueig. La intensitat de senyal d’EGFP abans i després del fotoblanqueig es 

va utilitzar per mesurar l’eficiència de FRET. 

Les figures 30 i 31, corresponents a l’assaig utilitzant F-lectina amb el pèptid senyal lliure, i les 

figures 32 i 33, corresponents a l’assaig utilitzant F-lectina amb l’extrem C-terminal lliure, són 

imatges adquirides al microscopi confocal representatives de les diferents condicions de 

cotransfecció en l’assaig. Les imatges representen l’adquisició de la intensitat de fluorescència 

dels fluoròfors EGFP i DsRedmon en una cèl·lula, abans i després del fotoblanqueig. L’àrea 

fotoblanquejada en una regió de la cèl·lula (ROI) està representada a la figura mitjançant un 

requadre groc. A més, per a cada condició s’adjunta una imatge que representa l’increment de 

la intensitat de fluorescència d’EGFP en escala de grisos convertida a pseudocolor (imatge a la 

dreta, a dalt de la figura), i l’escala de colors utilitzada, que va de 0 a 255 (imatge a la dreta, a 

sota de la figura).  

En el cas de l’assaig utilitzant F-lectina amb el pèptid senyal lliure, en les quatre condicions que 

representen els controls (figura 30), la intensitat del donant després del fotoblanqueig no 

augmenta. En el cas de les parelles de controls EGFP/DsRedmon, EGFP/Flectin-DsRedmon, 

cALT1-EGFP/DsRedmon i cALT2-EGFP/DsRedmon, les eficiències de FRET són del 1, 2, 2 i 2 % 

respectivament. En les parelles experimentals (figura 31) es poden observar valors d’intensitat 

de fluorescència d’EGFP majors després del fotoblanqueig. Les parelles cALT1-EGFP/Flectin-

DsRedmon i cALT2-EGFP/Flectin-DsRedmon presenten valors d’eficiència de FRET del 12 i 8 % 

respectivament.  

Respecte l’assaig on utilitzem F-lectina amb l’extrem C-terminal lliure, els resultats són similars 

als anteriors. En les parelles de controls (figura 32) EGFP/DsRedmon, EGFP/DsRedmon-Flectin, 
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cALT1-EGFP/DsRedmon i cALT2-EGFP/DsRedmon, les eficiències de FRET són del 0, 2, 4 i 4 % 

respectivament. En les parelles experimentals (figura 33) cALT1-EGFP/DsRedmon-Flectin i 

cALT2-EGFP/DsRedmon-Flectin presenten valors d’eficiència de FRET del 18 i 14 %. 

A 

 

B 
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Figura 30. Anàlisi per FRET mitjançant fotoblanqueig de les parelles de proteïnes assajades com a 
controls negatius utilitzant el constructe Flectin-DsRedmon. Cèl·lules SBL es van sembrar en plaques de 
sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg de les parelles de plasmidis corresponents 
als controls de l’experiment: EGFP/DsRedmon (A), EGFP/ Flectin-DsRedmon (B), cALT1-EGFP/DsRedmon 
(C) i cALT2-EGFP/DsRedmon (D). Després de 48 hores les cèl·lules es van fixar i visualitzar a un microscopi 
confocal d’escaneig làser a les longituds d’ona de 488 nm (donant EGFP, en verd) i 561 nm (acceptor 
DsRedmon, en vermell). L’àrea marcada com a ROI es va fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i 
després es van tornar a prendre imatges a les longituds d’ona de 488 i 561 nm. L’increment de la 
intensitat de fluorescència d’EGFP convertida a pseudocolor (imatge de la dreta, dalt) indica en una escala 
de color les variacions en l’escala de grisos, que va de 0 a 255 (imatge de la dreta, sota). 
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Figura 31. Anàlisi per FRET mitjançant fotoblanqueig de la interacció entre cALT1-EGFP i cALT2-
EGFP amb Flectin-DsRedmon. Cèl·lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous amb 
cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg dels plasmidis d’expressió de cALT1-EGFP i 
Flectin-DsRedmon (A) i cALT2-EGFP i Flectin-DsRedmon (B). Després de 48 hores les cèl·lules es 
van fixar i visualitzar a un microscopi confocal d’escaneig làser a les longituds d’ona de 488 nm 
(donant EGFP, en verd) i 561 nm (acceptor DsRedmon, en vermell). L’àrea marcada com a ROI es 
va fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i després es van tornar a prendre imatges a les 
longituds d’ona de 488 i 561 nm. L’increment de la intensitat de fluorescència d’EGFP convertida 
a pseudocolor (imatge de la dreta, dalt) indica en una escala de color les variacions en l’escala de 
grisos, que va de 0 a 255 (imatge de la dreta, sota). 
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Figura 32. Anàlisi per FRET mitjançant fotoblanqueig de les parelles de proteïnes assajades com a 
controls negatius utilitzant el constructe DsRedmon-Flectin. Cèl·lules SBL es van sembrar en plaques de 
sis pous amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg de les parelles de plasmidis corresponents 
als controls de l’experiment: EGFP/DsRedmon (A), EGFP/DsRedmon-Flectin (B), cALT1-EGFP/DsRedmon 
(C) i cALT2-EGFP/DsRedmon (D). Després de 48 hores les cèl·lules es van fixar i visualitzar a un microscopi 
confocal d’escaneig làser a les longituds d’ona de 488 nm (donant EGFP, en verd) i 561 nm (acceptor 
DsRedmon, en vermell). L’àrea marcada com a ROI es va fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i 
després es van tornar a prendre imatges a les longituds d’ona de 488 i 561 nm. L’increment de la 
intensitat de fluorescència d’EGFP convertida a pseudocolor (imatge de la dreta, dalt) indica en una escala 
de color les variacions en l’escala de grisos, que va de 0 a 255 (imatge de la dreta, sota). 
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Figura 33. Anàlisi per FRET mitjançant fotoblanqueig de la interacció entre cALT1-EGFP i cALT2-
EGFP amb DsRedmon-Flectin. Cèl·lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous amb 
cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg dels plasmidis d’expressió de cALT1-EGFP i 
DsRedmon-Flectin (A) i cALT2-EGFP i DsRedmon-Flectin (B). Després de 48 hores les cèl·lules es 
van fixar i visualitzar a un microscopi confocal d’escaneig làser a les longituds d’ona de 488 nm 
(donant EGFP, en verd) i 561 nm (acceptor DsRedmon, en vermell). L’àrea marcada com a ROI es 
va fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i després es van tornar a prendre imatges a les 
longituds d’ona de 488 i 561 nm. L’increment de la intensitat de fluorescència d’EGFP convertida 
a pseudocolor (imatge de la dreta, dalt) indica en una escala de color les variacions en l’escala de 
grisos, que va de 0 a 255 (imatge de la dreta, sota).  
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Els valors d’eficiència de FRET representats a les figures 34 i 35 indiquen diferències 

significatives entre els controls (parelles EGFP/DsRedmon, EGFP/Flectin-DsRedmon, cALT1-

EGFP/DsRedmon, cALT2-EGFP/DsRedmon a la figura 34; i EGFP/DsRedmon, EGFP/DsRedmon-

Flectin, cALT1-EGFP/DsRedmon, cALT2-EGFP/DsRedmon a la figura 35) i les interaccions 

potencials assajades (cALT1-EGFP/Flectin-DsRedmon, cALT2-EGFP/Flectin-DsRedmon a la 

figura 34, i cALT1-EGFP/DsRedmon-Flectin, cALT2-EGFP/DsRedmon-Flectin a la figura 35).  

 

 

Figura 34. Quantificació de l’eficiència de FRET (%) per les diferents parelles de donant i 
acceptor assajades. Cèl·lules SBL es van cotransfectar amb combinacions de plasmidis 
d’expressió de les proteïnes fusionades als fluoròfors donant i acceptor (pEGFP/pDsRedmonMCS-
N; pEGFP/ pFlectin-DsRedmon; pcALT1-EGFP/pDsRedmonMCS-N; pcALT2-EGFP/pDsRedmonMCS-
N; pcALT1-EGFP/ pFlectin-DsRedmon; pcALT2-EGFP/ pFlectin-DsRedmon). Després de 48 hores 
les cèl·lules es van fixar i visualitzar a un microscopi confocal d’escaneig làser a les longituds 
d’ona de 488 nm (donant) i 561 nm (acceptor). Una àrea definida de la cèl·lula (ROI) es va 
fotoblanquejar a la longitud d’ona de 561 nm, i es van tornar a prendre imatges a les longituds 
d’ona de 488 i 561 nm. L’eficiència de FRET es basa en l’increment de la intensitat de 
fluorescència d’EGFP després del fotoblanqueig de l’acceptor DsRedmon. Les dades s’expressen 
com a mitjana ± SD de 3 a 5 cèl·lules de dos experiments independents. Les diferències 
significatives entre els grups s’expressen amb lletres minúscules en el cas de cALT1, i majúscules 
en el cas de cALT2 (test ANOVA d’una via, p<0.01). La línia discontínua horitzontal situada al 5 % 
indica el llindar inferior teòric d’eficiència. 
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Figura 35. Quantificació de l’eficiència de FRET (%) per les diferents parelles de donant i 
acceptor assajades. Cèl·lules SBL es van cotransfectar amb totes les combinacions de plasmidis 
d’expressió de les proteïnes fusionades als fluoròfors donant i acceptor (pEGFP/pDsRedmon-C; 
pEGFP/pDsRedmon-Flectin; pcALT1-EGFP/pDsRedmon-C; pcALT2-EGFP/pDsRedmon-C; pcALT1-
EGFP/pDsRedmon-Flectin; pcALT2-EGFP/pDsRedmon-Flectin). Després de 48 hores les cèl·lules es 
van fixar i visualitzar a un microscopi confocal d’escaneig làser a les longituds d’ona de 488 nm 
(donant) i 561 nm (acceptor). Una àrea definida de la cèl·lula (ROI) es va fotoblanquejar a la 
longitud d’ona de 561 nm, i es van tornar a prendre imatges a les longituds d’ona de 488 i 561 nm. 
L’eficiència de FRET es basa en l’increment de la intensitat de fluorescència d’EGFP després del 
fotoblanqueig de l’acceptor DsRedmon. Les dades s’expressen com a mitjana ± SD de 3 a 5 
cèl·lules de dos experiments independents. Les diferències significatives entre els grups 
s’expressen amb lletres minúscules en el cas de cALT1, i majúscules en el cas de cALT2 (test 
ANOVA d’una via, p<0.05). La línia discontínua horitzontal situada al 5 % indica el llindar inferior 
teòric d’eficiència. 

Els resultats suggereixen que, tant en el cas de l’aproximació on es deixa el pèptid senyal d’F-

lectina lliure, com en el cas on s’hi deixa la regió C-terminal, l’F-lectina fusionada al fluoròfor 

DsRedmon és capaç d’interaccionar amb les isoformes citosòliques d’ALT d’orada (cALT1 i 

cALT2) fusionades al fluoròfor EGFP. Aquesta interacció, detectada mitjançant l’eficiència de 

FRET, és major quan es deixa la regió C-terminal lliure, respecte la detectada en el cas on F-

lectina presenta el pèptid senyal lliure. La fusió del fluoròfor DsRedmon a l’extrem C-terminal 

d’F-lectina podria dificultar i interferir parcialment en la interacció entre el domini C-terminal 

d’F-lectina i les proteïnes cALT, resultant en una menor eficiència de FRET. 
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4.4.1  Efecte de la coexpressió d’F-lectina i cALT1 o cALT2 sobre la 

localització subcel·lular de les tres proteïnes en cèl·lules SBL 

Després d’haver observat que F-lectina podria seguir un patró de secreció per la via clàssica, on 

la proteïna es marca a l’aparell de Golgi per a la seva posterior secreció en vesícules, i de 

comprovar que la coexpressió d’F-lectina amb les dues isoformes d’ALT citosòlica, cALT1 i 

cALT2, promou la reorganització de la localització subcel·lular de les tres proteïnes a 

estructures vesiculars perinuclears de gran mida, ens vam proposar determinar si la 

coexpressió d’F-lectina conjuntament amb cALT1 o cALT2 té algun efecte sobre la localització 

d’F-lectina a l’aparell de Golgi i en vesícules de secreció.  

Per aquest estudi es van utilitzar anticossos per immunodetectar GM130 (proteïna que forma 

part de la matriu de cis-Golgi) i STX-6 (proteïna que es troba en el sistema trans-Golgi i que 

forma part de les vesícules de secreció). La detecció d’aquests anticossos en el microscopi es fa 

a través d’un anticòs secundari, Alexa Fluor 647 (Life Technologies), que és capaç d’emetre 

fluorescència si s’excita a una longitud d’ona de vermell llunyà (633 nm). 

4.4.1.1  Efecte de la coexpressió d’F-lectina i cALT1 o cALT2 sobre la localització 

d’F-lectina i les isoformes de cALT a l’aparell de Golgi en cèl·lules SBL 

Cèl·lules SBL es van transfectar amb els constructes pFlectin-DsRedmon i pcALT1-EGFP, o 

pFlectin-DsRedmon i pcALT2-EGFP, i després de 48 hores es van fixar i permeabilitzar. Es van 

incubar durant una hora amb l’anticòs que s’uneix a la proteïna GM130, i una hora més amb 

l’anticòs secundari Alexa Fluor 647. Les cèl·lules es van visualitzar en un microscopi confocal 

d’escaneig làser a les longituds d’ona de 561 nm (Flectin-DsRedmon, en vermell), 488 nm 

(cALT1-EGFP i cALT2-EGFP, en verd) i 633 nm (GM130, en blau). 

Les figures 36 i 37 mostren imatges representatives d’una cèl·lula cotransfectada amb els 

plasmidis d’expressió de Flectin-DsRedmon i cALT1-EGFP o cALT2-EGFP, respectivament, i el 

seu marcatge amb l’anticòs que detecta GM130, juntament amb les imatges de solapament 

per a cada una de les combinacions (merge1 a merge4).  

Per determinar la presència de colocalització s’adjunta una imatge ampliada de la zona 

marcada amb un requadre blanc a la imatge de solapament (figura 36B, i figura 37B). En les 

imatges ampliades se senyala part de l’aparell de Golgi amb fletxes blanques, i es marquen les 

regions d’interès (ROI) sobre les que es mesuren els histogrames (figura 36C, i figura 37C). Els 
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histogrames representen les intensitats en escala de grisos de cada fluoròfor en la distància 

fixada a la ROI.  

La colocalització de les parelles de proteïnes i el marcatge de l’aparell de Golgi es pot observar 

a la imatge ampliada com a zones blanques (resultat de la superposició dels colors verd, 

vermell i blau), i a l’histograma en forma de coincidència entre els pics d’intensitat de 

fluorescència dels tres cromòfors. 

A 

  cALT1-EGFP Flectin-DsRedmon merge1 

 
  merge2 merge3 merge4 

B C  

   

Figura 36. Efecte de la coexpressió de cALT1-EGFP i Flectin-DsRedmon sobre la localització de 
cALT1 i F-lectina en l’aparell de Golgi. Cèl·lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous amb 
cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg dels plasmidis pcALT1-EGFP i pFlectin-
DsRedmon. Després de 48 hores, les cèl·lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant 
una hora amb l’anticòs GM130, i posteriorment es va detectar mitjançant l’anticòs secundari 
Alexa Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les 
longituds d’ona de 488 nm (cALT1-EGFP), 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (GM130). 
S’adjunten les imatge de solapament (merge1 a merge4) per a cada una de les combinacions. B. 
Ampliació de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb línia groga es marca la ROI. La fletxa 
blanca indica l’aparell de Golgi. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels tres canals, a la 
zona de la ROI 1. L’histograma indica la superposició de les intensitats dels cromòfors a les zones 
marcades. 
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Figura 37. Efecte de la coexpressió de cALT2-EGFP i Flectin-DsRedmon sobre la localització de 
cALT2 i F-lectina en l’aparell de Golgi. Cèl·lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous amb 
cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg dels plasmidis pcALT2-EGFP i pFlectin-
DsRedmon. Després de 48 hores, les cèl·lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant 
una hora amb l’anticòs GM130, i posteriorment es va detectar mitjançant l’anticòs secundari 
Alexa Fluor 647. A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les 
longituds d’ona de 488 nm (cALT2-EGFP), 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (GM130). 
S’adjunten les imatge de solapament (merge1 a merge4) per a cada una de les combinacions. B. 
Ampliació de la zona marcada amb un requadre blanc. Amb línia groga es marca la ROI. La fletxa 
blanca indica l’aparell de Golgi. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels tres canals, a la 
zona de la ROI 1. L’histograma indica la superposició de les intensitats dels cromòfors a les zones 
marcades. 

Tant en el cas de la combinació de les proteïnes Flectin-DsRedmon i cALT1-EGFP com en el cas 

de Flectin-DsRedmon i cALT2-EGFP, es pot observar colocalització de les parelles de proteïnes i 

el marcatge de GM130, el que suggereix que la coexpressió d’F-lectina i cALT1 o cALT2 promou 

una reorganització de la localització subcel·lular d’F-lectina i les isoformes de cALT a 

estructures perinuclears grans d’aspecte vesicular on les tres proteïnes es troben parcialment 

localitzades en l’aparell de Golgi.  
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4.4.1.2  Efecte de la coexpressió d’F-lectina i cALT2 sobre la localització d’F-

lectina i cALT2 a vesícules de secreció en cèl·lules SBL 

Cèl·lules 293A es van transfectar amb el constructe pFlectin-DsRedmon i pcALT2-EGFP, i 

després de 48 hores es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una hora amb l’anticòs 

que s’uneix a la proteïna STX-6, i una hora més amb l’anticòs secundari Alexa Fluor 647. Les 

cèl·lules es van visualitzar en un microscopi confocal d’escaneig làser a les longituds d’ona de 

561 nm (Flectin-DsRedmon, en vermell), 488 nm (cALT2-EGFP, en verd) i 633 nm (STX-6, en 

blau). 

La figura 38 mostra les imatges representatives d’una cèl·lula transfectada amb els plasmidis 

d’expressió de Flectin-DsRedmon i cALT2-EGFP, i el seu marcatge amb l’anticòs que detecta 

STX-6, juntament amb les imatges de solapament per a cada una de les combinacions (merge1 

a merge4).  

Per visualitzar la colocalització s’adjunta una imatge ampliada de la zona marcada amb un 

requadre blanc a la imatge de solapament (figura 38B). En les imatges ampliades se senyalen 

vesícules de secreció amb fletxes blanques, i es marquen les ROI sobre les que es mesuren els 

histogrames (figura 38C i D). Els histogrames representen les intensitats en escala de grisos de 

cada fluoròfor en la distància fixada a la ROI.  

La colocalització d’F-lectina, cALT2 i el marcatge de les vesícules de secreció es pot observar a 

la imatge ampliada com a zones blanques (resultat de la superposició dels colors verd, vermell 

i blau), i a l’histograma en forma de coincidència entre els pics d’intensitat de fluorescència 

dels tres cromòfors.  

Tal i com es pot observar a les diferents imatges de solapament, com a la imatge ampliada, els 

tres marcatges (proteïnes Flectin-DsRedmon i cALT2-EGFP, i STX-6) coincideixen en formacions 

vesiculades, el que suggereix que la coexpressió d’F-lectina i cALT2 promou, a més d’una 

reorganització de la localització subcel·lular d’ambdues proteïnes a estructures perinuclears 

grans d’aspecte vesicular, la seva localització de manera parcial en vesícules de secreció. 
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Figura 38. Efecte de la coexpressió de cALT2-EGFP i Flectin-DsRedmon sobre la localització de 
cALT2 i F-lectina en vesícules de secreció. Cèl·lules 293A es van sembrar en plaques de sis pous 
amb cobreobjectes i van ésser transfectades amb 4 µg de pcALT2-EGFP i pFlectin-DsRedmon. 
Després de 48 hores, les cèl·lules es van fixar i permeabilitzar. Es van incubar durant una hora 
amb l’anticòs STX-6, i posteriorment es va detectar mitjançant l’anticòs secundari Alexa Fluor 647. 
A. Imatges representatives preses utilitzant un microscopi confocal, a les longituds d’ona de 488 
nm (cALT2-EGFP), 561 nm (Flectin-DsRedmon) i 633 nm (STX-6). S’adjunten les imatge de 
solapament (merge1 a merge4) per a cada una de les combinacions. B. Ampliació de la zona 
marcada amb un requadre blanc. Amb línies grogues es marquen les ROI 1 i ROI 2. Les fletxes 
blanques indiquen les vesícules. C. Histograma d’intensitat d’escala de grisos dels tres canals, a la 
zona de la ROI 1. D. Histograma d’intensitat d’escala grisos dels tres canals, a la zona de la ROI 2. 
Els histogrames indiquen la superposició de les intensitats dels cromòfors a les zones marcades.   
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4.5  Efecte de la sobreexpressió d’F-lectina sobre l’activitat de l’ALT 

citosòlica d’orada en cèl·lules SBL 

Donat que l’F-lectina colocalitza i interacciona amb cALT1 i cALT2, vam estudiar la regulació 

posttraduccional a què pot estar sotmesa l’activitat de les isoformes de l’ALT citosòlica d’orada 

a través de mecanismes d’interacció proteïna-proteïna amb l’F-lectina. 

Per dur a terme aquest objectiu es van utilitzar constructes capaços d’expressar les proteïnes 

cALT1, cALT2 i F-lectina en un sistema cel·lular eucariota. Es tracta dels plasmidis pcDNA3-

cALT1k2 (expressa cALT1), pcDNA3-cALT2 (expressa cALT2) i pcDNA3-Flectin (expressa F-

lectina). El plasmidi pcDNA3-cALT2 es va clonar anteriorment al laboratori (Anemaet et al, 

2008). El constructe pcDNA3-cALT1k2 es va clonar a partir de cDNA aïllat a partir d’RNA total 

de fetge d’orada, utilitzant els encebadors MG1402/IMAL20. El plasmidi pcDNA3-Flectin es va 

clonar utilitzant els oligonucleòtids MG1037/MG1038 i el plasmidi pGEM-Flectin com a motllo. 

Cèl·lules SBL es van sembrar en plaques de 6 pous, a una densitat de 5 x 105 cèl·lules/pou. Al 

cap de 24 hores es van transfectar amb els plasmidis pcDNA3, pcDNA3-cALT1k2, pcDNA3-

cALT2, pcDNA3-Flectin, i les combinacions pcDNA3-cALT1k2 amb pcDNA3-Flectin, i pcDNA3-

cALT2 amb pcDNA3-Flectin. Com a control intern de transfecció i per normalitzar els resultats 

es va afegir el vector pCMVβ a totes les condicions. 

Les cèl·lules es van recollir després de 48 hores i se’n va aïllar l’extracte de proteïna total. Es 

quantificà la proteïna total i es mesurà l’activitat ALT a cadascun dels extractes. Per tal de 

normalitzar l’eficiència de la transfecció en cada condició, es va mesurar l’activitat β-

galactosidasa en els extractes cel·lulars proteics.  

L’activitat ALT es va expressar com a activitat específica (U/g), normalitzada amb l’activitat β-

galactosidasa (unitats arbitràries).  

Els resultats mostren un increment en l’activitat específica ALT d’aproximadament dues 

vegades, en les cèl·lules transfectades amb els plasmidis d’expressió pcDNA3-cALT1k2 i 

pcDNA3-cALT2. Les cèl·lules transfectades amb el plasmidi pcDNA3-Flectin mostren uns nivells 

d’activitat semblants als de les cèl·lules transfectades amb el vector buit. Les cèl·lules SBL 

transfectades amb els plasmidis d’expressió de cALT1 i cALT2 en combinació amb F-lectina 

mostren un increment significatiu de l’activitat ALT de més de dues vegades en el cas de cALT2, 
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i d’aproximadament tres vegades en el cas de cALT1 (figura 39), en comparació amb les 

cèl·lules que sobreexpressen cALT1 o cALT2 en absència d’F-lectina.  

 

Figura 39. Efecte de l’expressió d’F-lectina sobre les activitats de cALT1 i cALT2 en cèl·lules SBL. 
Les cèl·lules SBL es van sembrar en plaques de sis pous i es van transfectar amb 3 µg del vector 
buit (pcDNA3), els plasmidis d’expressió de cALT1, cALT2 i F-lectina (pcDNA3-cALT1k2, pcDNA3-
cALT2 i pcDNA3-Flectin) i 3 µg de cada constructe d’expressió per les combinacions de cALT1 i 
cALT2 amb F-lectina (pcDNA3-cALT1k2 amb pcDNA3-Flectin, i pcDNA3-cALT2 amb pcDNA3-
Flectin). Per tal d’igualar les quantitats de plasmidi total en les mescles, es van ajustar amb DNA 
carrier. A cada mescla es va afegir 0.5 µg del plasmidi pCMVβ per tal de normalitzar l’expressió 
entre les diferents mescles. Les cèl·lules es van recollir després de 48 hores, i l’activitat de l’enzim 
ALT es va determinar en els extractes cel·lulars. L’activitat ALT de les cèl·lules transfectades amb 
el vector buit es va fixar a 1. Els valors estan expressats com a mitjana ± SD de dos a tres 
experiments independents realitzats per duplicat. Les diferències significatives entre els grups 
s’expressen amb lletres minúscules en el cas de cALT1, i majúscules en el cas de cALT2 (test 
ANOVA d’una via, p<0.05). 
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4.6  Distribució tissular de l’expressió d’F-lectina, cALT1 i cALT2. 

Per comprovar en quins teixits la interacció entre l’F-lectina i les isoformes citosòliques de 

l’ALT d’orada pot tenir lloc in vivo, es va examinar la distribució tissular de l’F-lectina i les 

isoformes citosòliques d’ALT.  

Es van dissenyar els oligonucleòtids MG1122q i MG1123q, per amplificar un fragment de 129 

pb d’F-lectina, i es van utilitzar els oligonucleòtids dissenyats prèviament al laboratori per 

amplificar un fragment de 201 pb de cALT1 (JDRT2C5S i IMAL11), i un fragment de 63 pb de 

cALT2 (JDc2s i JDc2as). 

Es va realitzar un assaig de qRT-PCR per determinar els nivells d’mRNA d’F-lectina, cALT1 i 

cALT2, relatius als nivells d’RNA ribosomal 18S i beta-actina, considerats com a gens 

d’expressió constitutiva. L’assaig es va realitzar utilitzant RNA total aïllat a partir de brànquies, 

cervell, cor, fetge, teixit adipós, intestí, melsa, múscul esquelètic i ronyó, de peixos alimentats 

(figura 40).  

L’F-lectina s’expressa de manera molt abundant en el fetge, i en menors nivells en ronyó i teixit 

adipós. No es va detectar l’expressió d’F-lectina en la resta de teixits.  

De manera consistent amb els resultats prèviament publicats pel nostre grup (Anemaet et al, 

2008), la isoforma cALT1 s’expressa majoritàriament en fetge i intestí, i a nivells lleugerament 

més baixos al cervell. La seva expressió és, per contra, minoritària en el cor, teixit adipós, 

melsa, múscul esquelètic i ronyó. La seva expressió en brànquies no es va detectar. La isoforma 

cALT2 s’expressa preferentment a cor i brànquies, i en menor nivell en greix, melsa, fetge, i la 

resta de teixits.  

Conseqüentment, la interacció de l’F-lectina amb cALT1 i cALT2 és possible en el fetge, tot i 

que també podria donar-se en ronyó, i fins i tot en greix. 
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Figura 40. Distribució tissular dels RNA missatgers d’F-lectina, cALT1 i cALT2 de S. aurata. 
L’assaig de qRT-PCR dels nivells d’mRNA de l’F-lectina (A), cALT1 (B) i cALT2 (C) es va determinar 
utilitzant RNA total de brànquies (BRA), cervell (CER), cor (COR), fetge (FET), teixit adipós (GRE), 
intestí (INT), melsa (MEL), múscul esquelètic (MUS) i ronyó (RON), aïllats a partir de peixos 
alimentats. Els nivells d’mRNA d’F-lectina, cALT1 i cALT2 s’expressen relatius als nivells d’RNA 
ribosomal 18S, i s’expressen com a mitjana ± SD (n=4). 
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4.7  Efecte de l’administració de lipopolisacàrid en orades 

Per estudiar els efectes in vivo de la interacció entre F-lectina i les isoformes citosòliques de 

l’ALT de S. aurata es va injectar intraperitonealment una solució de LPS. LPS és un component 

de la paret dels bacteris que conté diferents monosacàrids en ramificacions de la seva 

estructura (Stenutz et al, 2006). El serotip d’LPS utilitzat (O26:B6) conté fucosa, entre d’altres 

monosacàrids. 

Es van utilitzar orades, mantingudes en les condicions d’alimentació i estabulació detallades al 

punt 3.1.1. Els peixos van ésser privats d’aliment les 24 hores anteriors a l’inici de l’experiment. 

Les orades es van dividir en dos grups. Al primer grup se li va administrar solució salina, i al 

segon grup se li va administrar LPS (1 mg/kg de peix). La meitat dels peixos de cada grup es van 

sacrificar a les 4 hores, i la resta a les 24 hores després del tractament. Es van recollir mostres 

de sang i fetge per als posteriors assajos. 

4.7.1  Efecte de l’administració de lipopolisacàrid sobre l’expressió d’F-

lectina, i les diferents isoformes d’ALT.  

Per estudiar l’efecte de l’LPS sobre l’expressió de l’F-lectina i les isoformes d’ALT, es va aïllar 

RNA total a partir de les mostres de fetge obtingudes, i es va dur a terme un assaig de qRT-PCR 

per detectar els nivells d’mRNA d’F-lectina i de les diferents isoformes d’ALT (cALT1, cALT2 i 

mALT). Com a control positiu de la infecció amb LPS, es van mesurar els nivells d’mRNA de la 

interleucina 1b (Il-1b), una citocina proinflamatòria que augmenta els seus nivells en orada 

després del tractament amb LPS (Sepulcre et al, 2009). Els encebadors utilitzats i les mides dels 

amplicons van ésser en cada cas els següents: MG1122q i MG1123q, 129 pb, per a F-lectina; 

JDRT2C5S i IMAL11, 201 pb, per cALT1; JDc2s i JDc2as, 63 pb, per cALT2; MC13 i MC14, 96 pb, 

per mALT; MG1205q i MG1206q (descrits a Sepulcre et al, 2009), 165 pb, per Il-1b. D’altra 

banda, de les mateixes mostres de fetge es van obtenir extractes de proteïna total, per assajar-

ne l’activitat ALT total. 

Els nivells d’expressió de la Il-1b van ésser significativament més elevats en els peixos tractats 

amb LPS que en els peixos control, a les 4 i a les 24 hores després de la injecció (figura 41B), 

suggerint que l’administració de LPS va promoure l’activació de la resposta immune. 

L’expressió d’F-lectina es va incrementar significativament en el fetge dels peixos 24 hores 

després del tractament amb LPS (figura 41A). A les 4 hores després del tractament amb LPS, 

encara que els nivells d’expressió de la Il-1b havien augmentat significativament, no es va 

poder observar cap efecte sobre els nivells d’expressió de l’F-lectina.  
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Figura 41. Efecte de l’administració d’LPS sobre els nivells d’expressió d’mRNA d’F-lectin i IL-1b 
en fetge de S. aurata. Els nivells d’mRNA per F-lectina (A), IL-1b (B) es van assajar mitjançant 
qRT-PCR a partir d’RNA total obtingut de fetge de peixos, 24 hores després del tractament amb 
una solució salina (control) o LPS (1 mg/kg de peix). Els nivells d’RNA d’F-lectin i IL-1b s’expressen 
relatius als nivells d’RNA ribosomal 18S. Els valors s’expressen com a mitjana ± SD de quatre a sis 
mostres (t de Student, *p<0.05). 

D’altra banda, els nivells d’activitat específica ALT a les 24 hores després del tractament van 

augmentar significativament en el fetge dels peixos tractats amb LPS respecte els tractats amb 

solució control, tal com es mostra a la figura 42. Aquest augment va ésser aproximadament del 

25 %. No hi va haver canvis significatius en els nivells d’activitat específica en els extractes de 

proteïna total de fetge a les 4 hores posteriors al tractament amb LPS.  

Els nivells d’expressió de cALT1, cALT2 i mALT determinats a nivell d’mRNA, no han mostrat 

tenir canvis significatius en cap de les condicions analitzades (resultats no mostrats).  

  

Figura 42. Efecte de l’administració d’LPS sobre l’activitat ALT en fetge de S. aurata. Els peixos 
van ésser injectats intraperitonealment amb solució salina (control) i LPS (1 mg/kg de peix), i es 
van recollir mostres de fetge a les 24 hores. Es va aïllar extracte de proteïna total de fetge i se’n 
va assajar l’activitat ALT. Els valors s’expressen com a mitjana ± SD de 5 a 7 peixos (t de Student, 
*p<0.05). 
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4.7.2  Efecte de l’administració de lipopolisacàrid sobre el metabolisme 

intermediari  

Per estudiar l’efecte de l’LPS sobre el metabolisme intermediari en l’orada es van assajar els 

nivells de metabòlits en sèrum i les activitats d’enzims clau en la glicòlisi, la gluconeogènesi i la 

via de les pentoses fosfat en fetge.  

Per obtenir el sèrum, es va coagular la sang d’orades sacrificades a les 4 i a les 24 hores 

després del tractament amb solució salina o LPS (1 mg/kg), i es va centrifugar a 6000 x g durant 

10 minuts per sedimentar el coàgul. El sèrum es va recollir per analitzar els nivells de glucosa i 

de triglicèrids (figura 43) utilitzant un autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche) a 30 ºC de 

temperatura.  

Els nivells de glucosa a les 24 hores no van canviar significativament, tot i que s’observà una 

tendència a augmentar en els peixos tractats amb LPS. En canvi, els nivells de triglicèrids van 

augmentar significativament a les 24 hores després del tractament. Aquest augment va ésser 

d’un 70 % aproximadament. No hi va haver canvis significatius en els nivells de glucosa ni 

triglicèrids a les 4 hores després del tractament. 

 A  B 

  

Figura 43. Efecte de l’administració d’LPS sobre els nivells de metabòlits en sèrum de S. aurata. 
Els peixos van ésser tractats amb solució salina (control) i LPS (1 mg/kg de peix), i es van recollir 
mostres de sang a les 24 hores. La sang es va deixar coagular i es va centrifugar a 6000 x g durant 
10 minuts per aïllar-ne el sèrum. Es va analitzar la concentració de glucosa (A) i de triglicèrids (B) 
en el sèrum. Els valors s’expressen com a mitjana ± SD de 5 a 7 peixos (t de Student, **p<0.01). 

Els extractes de proteïna total es van obtenir a partir de mostres de fetge a les 4 i les 24 hores 

després del tractament amb solució salina o LPS (1 mg/kg). Les mostres de fetge es van 

polvoritzar i homogeneïtzar. Es van separar la resta de components cel·lulars per centrifugació 

a 10000 x g durant 30 minuts, i es va retirar l’extracte de proteïna total per analitzar les 
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diferents activitats enzimàtiques. En els extractes de fetge es van assajar els nivells d’activitat 

dels enzims PFK1 i PK (glicòlisi), FBP (gluconeogènesi), 6-PGDH i G6PDH (via de les pentoses 

fosfat) utilitzant un autoanalitzador COBAS MIRA S (Roche), a 30 ºC de temperatura. 

 A  B 

  

 C 

 

Figura 44. Efecte de l’administració d’LPS sobre els nivells d’activitat d’enzims glicolítics i 
gluconeogènics en fetge de S. aurata. Els peixos van ésser injectats intraperitonealment amb 
solució salina (control) i LPS (1 mg/kg de peix) i es van prendre mostres de fetge a les 24 hores 
després del tractament. Es van obtenir els extractes de proteïna total de fetge, i es van assajar les 
activitats PFK1 (A), PK (B) i FBP (C). Els valors s’expressen com a mitjana ± SD de 5 a 7 peixos (t de 
Student, *p<0.05). 

La figura 44 mostra els nivells d’activitat de tres enzims clau implicats en la glicòlisi (PFK1 i PK) i 

la gluconeogènesi (FBP). Tant en el cas de l’enzim PFK1 com en el cas de l’enzim FBP no 

s’observen diferències significatives entre les diferents condicions. En el cas de l’enzim PK, en 

canvi, s’observa una disminució significativa del 20 % de l’activitat en el fetge dels peixos 24 

hores després del tractament amb LPS 1 mg/kg. 
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A la figura 45 es poden observar els valors d’activitat dels enzims 6-PGDH i G6PDH, implicats 

en la via de síntesi de les pentoses fosfat. Es va observar un augment significatiu en les 

activitats 6-PGDH i G6PDH en el fetge de peixos 24 hores després del tractament amb LPS. En 

els dos casos l’augment de l’activitat va ésser del 20 % respecte els peixos control.  

 

 A  B 

 

Figura 45. Efecte de la injecció d’LPS en els nivells d’activitat d’enzims de la via de les pentoses 
en fetge de S. aurata. Els peixos van ésser injectats intraperitonealment amb solució salina 
(control) i LPS (1 mg/kg de peix) i es van prendre mostres de fetge a les 24 hores després del 
tractament. Es van obtenir els extractes de proteïna total de fetge, i es van assajar les activitats 6-
PGDH (A) i G6PDH (B). Els valors s’expressen com a mitjana ± SD de 5 a 7 peixos (t de Student, 
*p<0.05, **p<0.01). 
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4.8  Efecte bactericida de cALT2 d’orada 

Recentment s’ha descrit una nova funció per a l’ALT en diferents espècies. L’ALT  d’un 

organisme cefalocordat que evolutivament es troba entre els vertebrats i els invertebrats, 

Branchiostoma japonicus, és capaç d’unir-se específicament a les molècules de LPS de la paret 

bacteriana, inhibir-ne el creixement i causar la lisis cel·lular de bacteris Gram-negatius (Jing et 

al, 2011). Estudis més recents duts a terme utilitzant l’expressió recombinant d’ALT de 

diferents espècies (incloent plantes, vertebrats i llevats) demostren els diferents graus 

d’inhibició del creixement bacterià (McAllister et al, 2013). En aquest mateix estudi es va 

detectar en els enzims ALT una regió homòloga a la regió d’unió a endotoxines de l’LPS Binding 

Protein (LBP) (Wong et al, 2007). El grau d’homologia es relaciona directament amb l’efecte 

bactericida, suggerint que aquesta regió és la responsable de la seva activitat bactericida.  

Per tal de determinar si l’ALT citosòlica d’orada és capaç d’inhibir el creixement bacterià com 

els seus homòlegs en altres espècies, es van realitzar dues aproximacions: un estudi previ in 

silico per determinar si la regió d’unió a endotoxina comú en LBP i ALT de les diferents espècies 

analitzades (McAllister et al, 2013) es troba també present en l’ALT d’orada, i un estudi 

experimental per determinar si extractes de cALT2 d’orada són capaços d’inhibir el creixement 

bacterià. 

La figura 46 mostra un alineament de les possibles regions d’unió a endotoxines que podem 

trobar en els enzims ALT. Tal com estava prèviament descrit a l’estudi anàleg (McAllister et al, 

2013), les isoformes citosòlica ALT1 i mitocondrial ALT2 humanes tenen regions homòloques a 

les regions  d’unió a endotoxines de l’LBP. La isoforma cALT2 d’orada (que conté la seqüència 

proteica de cALT1) presenta la mateixa homologia amb LBP que les isoformes humanes, la qual 

cosa suggereix que les seves propietats bactericides podrien ésser semblants. 

 
HsLBP       ----------DSSIRVQGRWKVRKSFFKLQGSFD-----------   24 

HsALT1      EETGICVVPGSGFGQREGTYHFRMTILPPLEKLRLLLEKLSRFHA   45 

HsALT2      EETGICVVPGSGFGQREGTYHFRMTILPPVEKLKTVLQKVKDFHI   45 

SacALT      EEEGICLVPGSGFGQREGTFHFRMTILPPTEKLKVLLQRLRDFHQ   45 

                      ..  : :* ::.* :::    .:          

Figura 46. Comparació de les possibles regions d’unió a endotoxina en ALT. Detall de 
l’alineament de les seqüències d’aminoàcids de LBP i diferents isoformes ALT. Els residus idèntics 
es troben remarcats en gris fosc mentre que els residus conservats i semi-conservats estan 
remarcats en gris (a la línia sota l’aliniament, “*” indica residus idèntics; “.” indica substitucions 
conservatives; “:” indica substitucions semi-conservatives). L’alineament es va fer utilitzant el 
programa informàtic Clustal Omega (Clustal Omega 1.2.1). HsLBP: Homo sapiens LBP, 
AAB31143.1; HsALT1: Homo sapiens ALT1, NP_005300.1 ; HsALT2: Homo sapiens ALT2, 
NP_597700.1; SacALT: Sparus aurata cALT2, AY206502.1. 
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Per dur a terme la segona aproximació experimental es van utilitzar cèl·lules bacterianes 

d’Escherichia coli de la soca XL1-Blue. Aquesta soca permet el creixement selectiu dels bacteris 

en medi LB amb la presència de l’antibiòtic tetraciclina, sense la necessitat de transformar les 

cèl·lules amb un plasmidi de resistència a l’antibiòtic.  

Es va partir de bacteris E. coli XL1-Blue a una dilució prèvia de 1/1000, per tal d’ajustar el 

nombre de colònies a un recompte òptim, i es van utilitzar 0.2 µl d’aquesta dilució per mesclar-

los amb 50 µl de medi LB i 50 µl d’extracte de proteïna total procedent de cèl·lules SBL 

transfectades prèviament amb els plasmidis pcDNA3, pcDNA3-cALT2, pcDNA3-Flectin o 

pcDNA3-cALT2 conjuntament amb pcDNA3-Flectin (provinents dels experiments del punt 4.5). 

Els 100 µl de cada mescla es van repartir en plaques LB/tetraciclina i es van incubar a 37 ºC 

durant 16 hores. Les colònies crescudes en cada placa es van recomptar, i es va obtenir el 

nombre d’unitats formadores de colònia (UFC) per a cada condició. Els resultats es van 

normalitzar tenint en compte la quantitat de proteïna total en cada extracte cel·lular.  

 

Figura 47. Efecte de la incubació amb extractes de proteïna de cèl·lules sobreexpressant cALT2, 
F-lectina o ambdues sobre el creixement bacterià. Una mescla de 50 µl de cultiu E. coli XL1-Blue i 
50 µl d’extracte de proteïna total de cèl·lules SBL transfectades prèviament amb els plasmidis 
pcDNA3 (-), pcDNA3-cALT2 (cALT2), pcDNA3-Flectin (F-lectina) o pcDNA3-cALT2 i pcDNA3-Flectin 
(cALT2 F-lectina) es va sembrar en plaques LB/tetraciclina i es van incubar a 37 ºC durant 16 
hores. Es va realitzar un recompte de les UFC, i es va normalitzar segons la quantitat de proteïna 
en cada extracte cel·lular. Els valors s’expressen com a mitjana ± SD de tres cultius bacterians 
independents (test ANOVA d’una via, p<0.05). 

Tal com es mostra a la figura 47, en les mescles on hi ha present els extractes proteics de 

cèl·lules SBL que sobreexpressen tant la proteïna cALT2, F-lectina o ambdues, el nombre d’UFC 

és significativament menor que en les cèl·lules on els extractes cel·lulars no sobreexpressaven 

cap de les dues proteïnes.  
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Aquests resultats ens indiquen que, tant la proteïna cALT2 com l’F-lectina d’orada, són capaces 

de provocar una inhibició del creixement bacterià. 
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5. DISCUSSIÓ 

Per detectar proteïnes que potencialment interaccionen amb les isoformes citosòliques d’ALT 

hem dut a terme un assaig de doble híbrid en llevats amb cALT2 (la isoforma citosòlica ALT 

amb un exó més que cALT1) com a proteïna esquer i una biblioteca de cDNA de fetge d’orada 

com a presa. Aquesta metodologia ens ha permès identificar quatre fragments de pèptids que 

corresponen a quatre proteïnes diferents que potencialment interaccionen amb cALT2: F-

lectina, RPS20, RBP2 i HABP2. La presència d’aquestes proteïnes ha estat descrita anteriorment 

en altres espècies de peixos, encara que cap d’elles ha estat prèviament relacionada amb l’ALT 

(Cameron et al, 2002; Kasahara et al, 2007; Bianchet et al, 2010; Yoshida et al, 2013). Les 

quatre proteïnes identificades estan implicades, d’una manera o d’una altra, en processos 

immunològics o inflamatoris. 

Les proteïnes d’unió al retinol, com RBP2, són membres de la família d’unió a lípids 

intracel·lulars. Es tracta de polipèptids de baix pes molecular que s’uneixen i transporten 

retinoides, àcids grassos i sals biliars (Veerkamp et al, 1993; Banaszak, 1994). El retinol és la 

forma alcohòlica de la vitamina A, essencial per la visió, creixement, desenvolupament, 

reproducció i diferenciació de teixits epitelials, i és la forma que s’absorbeix a la mucosa 

intestinal i s’allibera als teixits. (Li, 1999). Els nivells de vitamina A són un factor clau en la 

distribució per l’organisme de cèl·lules limfoides innates. La deficiència d’aquestes cèl·lules en 

l’intestí es tradueix en una deficient expressió de pèptids antimicrobians i IL-22, resultant en 

una activitat immunitària defectuosa a la mucosa (Kim et al, 2015). 

HABP2 és una serina proteasa que es produeix principalment al fetge i que es troba circulant 

en el plasma com a zimogen inactiu. Tenint com a criteri l’homologia estructural per predir-ne 

la funció, HABP2 podria estar implicada en processos de coagulació, fibrinòlisi, inflamació i 

regulació de l’activitat del factor de creixement (Kanse i Etscheid, 2011). Inicialment es va aïllar 

com a proteïna d’unió a l’àcid hialurònic (Choi-Miura et al, 1996), però aquesta propietat 

d’unió a polianions carregats negativament es va estendre a l’heparina i als àcids nucleics. 

Altres components del sistema hemostàtic han mostrat tenir efectes duals en inflamació i 

processos de remodelació, com ara la protrombina, la proteïna C reactiva o el factor VIIa sobre 

les plaquetes, leucòcits, endoteli i cèl·lules musculars (Petäjä, 2011; Sen et al, 2011).  

Estudis duts a terme per determinar el paper que exerceix HABP2 en cèl·lules endotelials en un 

context d’inflamació van mostrar un augment de l’expressió a nivell d’mRNA i proteïna 

d’HABP2 durant l’activació aguda de dany pulmonar promoguda per LPS (Mambetsariev et al, 
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2010). En un model de fibroblast pulmonar es va observar que HABP2 és capaç d’induir la 

senyalització que porta a una migració i proliferació cel·lular, així com l’alliberament d’IL-8 

(Etscheid et al, 2005, 2008). L’IL-8, a la seva vegada, és capaç de disparar els nivells d’expressió 

d’HABP2 en cèl·lules endotelials del sistema microvascular del pulmó (Wygrecka  et al, 2007). 

En aquest teixit, doncs, sembla existir algun mecanisme recíproc per mantenir un estat 

hemostàtic durant la inflamació. 

Pel que fa al cas d’RPS20, es va aïllar una proteïna catiònica antimicrobiana del citosol de 

macròfags de ratolí activats per IFN, que es va designar com a ubiquicidina, i era altament 

similar a la proteïna ribosomal S30 (Hiemstra et al, 1999). Més tard aquesta proteïna també es 

va aïllar de la mucosa del còlon humana degut a la seva activitat antibacteriana, juntament 

amb la proteïna ribosomal L39 (Tollin et al, 2003). De l’epiteli del còlon humà també se’n va 

aïllar la proteïna ribosomal S19, que actuava com a quimioatraent de monòcits (Nishiura et al, 

1996) i la proteïna ribosomal L30 (Howell et al, 2003). 

El mucus epidèrmic d’espècies de peixos conté proteïnes i pèptids antimicrobians, importants 

en la immunitat innata. Un pèptid antibacterià que compartia similituds amb el fragment 40S 

de la proteïna ribosomal S30 es va aïllar del mucus epidèrmic de la truita irisada (Fernandes i 

Smith, 2002). En extractes de mucus epidèrmic de bacallà atlàntic (Gadus morhua) es va trobar 

activitat antimicrobiana contra Bacillus megaterium, E. coli i Candida albicans. Es van realitzar 

estudis que van permetre identificar, entre d’altres, tres proteïnes ribosomals de 60S, L40, 

L36A i L35 (Bergsson et al, 2005). Tots aquests resultats mostren que les proteïnes ribosomals, 

que desenvolupen múltiples funcions en la cèl·lula, tenen un paper específic en la immunitat. 

Hem decidit continuar els estudis amb l’F-lectina fonamentalment per dos motius. En l’assaig 

de doble híbrid en llevat, a diferència de les altres proteïnes, on es van aïllar fragments de més 

o menys extensió, en l’F-lectina hem aïllat gairebé tot el domini C-terminal de la proteïna. 

L’estructura de l’F-lectina, com analitzarem posteriorment, conté dos dominis molt semblants 

que es repeteixen en tàndem, fet que ens va dur a suposar que el fragment identificat en 

l’assaig de doble híbrid podria presentar un plegament semblant a la proteïna nativa. D’altra 

banda, l’F-lectina presenta un motiu de poliasparagines en l’extrem C-terminal. Aquest motiu 

es troba també a la cua N-terminal de la seqüència de l’exó extra que presenta cALT2. S’ha 

descrit prèviament que els dominis rics en asparagines i glutamines poden formar cremalleres 

polars que permeten la formació d’agregats, i podrien estan implicats en la mediació de les 

interaccions entre proteïnes (Perutz et al, 2002). 
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Els peixos són la primera classe de vertebrats que posseeixen tant immunitat innata com 

adaptativa. Donat la limitada capacitat de la seva immunitat adaptativa de defensar-se dels 

patògens, la resposta de la immunitat innata és essencial per als peixos per lluitar contra les 

infeccions (Whyte, 2007; Magnadóttir, 2006). Els components de la immunitat innata són els 

pèptids antimicrobians, les molècules del complement, les citocines, els receptors de patrons 

de reconeixement (com ara els TLR) i els membres de la família de les lectines (Zhu et al, 2013).  

Les lectines són proteïnes que es caracteritzen per tenir una estructura amb la presència de 

CRDs, i tenir la capacitat d’unir-se als carbohidrats terminals de glicoproteïnes i glicolípids. Són 

molècules de reconeixement de patrons importants en la immunitat innata (Yu et al, 2003). 

Poden establir interaccions amb microorganismes i iniciar la resposta immunitària, així com 

també fer tasques d’aglutinació, immobilització i opsonització de potencials patògens. La 

classificació de les lectines en famílies es duu a terme mitjançant l’especificitat d’unió als 

carbohidrats, els dominis estructurals i les propietats d’opsonització (Vasta et al, 2011).  

La família de les F-lectines ha estat identificada més recentment. Els seus membres es 

caracteritzen per presentar un motiu CRD de seqüència d’aminoàcids únic, un plegament 

estructural nou, i l’especificitat per unir-se a molècules de L-fucosa (Vasta et al, 2012). 

Inicialment, es va descriure en anguila com a una aglutinina (AAA), i presentava una estructura 

tridimensional oligomèrica, amb una alta multiplicitat de formes, de fins a set isoformes. Tot i 

que es va aïllar en sèrum, l’AAA és d’origen hepàtic (Honda et al, 2000). Des de llavors, s’han 

descrit múltiples isoformes d’F-lectina en diverses espècies de peixos, incloent-hi el llobarro 

ratllat (Odom i Vasta, 2005), l’orada (Cammarata et al, 2007), el llobarro (Salerno et al, 2009), 

la tilapia del Nil (Argayosa i Lee, 2009) i la perca de riu japonesa (Qiu et al, 2011). Encara que la 

majoria d’estudis s’han realitzat en espècimens adults, l’F-lectina s’expressa també en larves i 

en teixit juvenil (Parisi et al, 2010). 

Mentre que l’AAA exhibeix un únic CRD, la majoria de les F-lectines descrites en altres peixos 

contenen dos dominis CRD units en tàndem. Els dominis d’unió a carbohidrats N-CDR i C-CDR 

es troben en orientacions oposades, i tenen diferents afinitats per als sacàrids de fucosa 

(Bianchet et al, 2010; Qiu et al, 2010; Cammarata et al, 2012). La unió a fucosa descrita per a la 

lectina AAA està mediada per ponts d’hidrogen amb les cadenes del residus His52, Arg79 i Arg86, 

que emergeixen d’una butxaca superficial, i per forces de Van der Waals amb un pont disulfur 

inusual, format per dues cisteïnes contínues Cys82 i Cys83, i una butxaca apolar formada pels 

residus His27, Phe45, Leu23 i Tyr46. En el cas de la seqüència de llobarro ratllat, on l’estructura 

consta de dos dominis de tipus F-lectina disposats en tàndem, s’observa que el domini N-
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terminal és més similar a la seqüència d’AAA que no pas el domini C-terminal. Els residus que 

formen els enllaços per ponts d’hidrogen es troben conservats, així com el pont de cisteïnes en 

el domini N-terminal. Tot i que els residus que conformen la butxaca apolar no es troben 

conservats en cap dels dos dominis, el que s’observa és una butxaca de dimensions diferents, 

però amb propietats de polaritat similars (Vasta et al, 2012). L’F-lectina aïllada en aquesta tesi 

presenta una alta homologia amb les seqüències descrites per llobarro, llobarro blanc  i 

llobarro ratllat. Els residus clau per a la unió a la fucosa es troben conservats, i corresponen als 

residus His63, Arg90, Arg97, Cys93, Cys94 i Phe56 per a la cadena N-terminal, i His209, Arg236, Arg242 i 

Phe202 per a la cadena C-terminal. Com en el cas de les F-lectines de llobarro, llobarro blanc i 

llobarro ratllat, tal com podem observar en els alineaments de les seqüències, el pont de 

cisteïnes es troba només en el domini N-terminal.  

L’orientació oposada dels dos dominis, així com el fet que les butxaques d’unió a la fucosa 

presentin propietats diferenciades entre el domini N i C-terminal, dóna suport a la idea que les 

F-lectines en circulació poden ser capaces d’entrecreuar molècules fucosilades presents en 

diferents tipus de cèl·lules, i poden funcionar com a opsonines.   

S’ha mostrat recentment que l’F-lectina mostra activitat enfront bacteris patògens (Salerno et 

al 2009, Cammarata et al, 2012), i que la seva expressió incrementa després de la injecció 

d’LPS (Qiu et al, 2011). Encara que el plegament d’F-lectina s’observa també en factors de 

coagulació i proteïnes d’adhesió de membrana, indicant un origen comú d’aquests sistemes 

(Kairies et al, 2001), l’F-lectina es troba restringida a les espècies que es recolzen en la resposta 

del sistema immunitari innat per lluitar contra les infeccions (Bianchet et al, 2010). 

Possiblement, l’F-lectina podria exercir un paper important suplint les funcions de proteïnes 

presents en organismes amb un sistema immunitari adaptatiu basat en immunoglobulines.  

En S. aurata, l’F-lectina s’expressa principalment en fetge i, en menors quantitats, en teixit 

adipós i ronyó. Tant cALT1 com cALT2 es troben presents en el fetge, i també en major o 

menor mesura en gairebé tots els teixits. Aquesta distribució tissular suggereix que és possible 

la interacció de l’F-lectina amb les isoformes citosòliques d’ALT in vivo, ja que les proteïnes es 

troben als mateixos tipus cel·lulars.  

Els nostres estudis de microscòpia confocal en cèl·lules SBL que expressen l’F-lectina i cALT1 o 

cALT2 d’orada, com a proteïnes de fusió fluorescents, mostren que els parells de cALT1 / F-

lectina i cALT2 / F-lectina colocalitzen dins de la cèl·lula. A més, hem observat que la 

coexpressió tant de cALT1 com de cALT2 amb F-lectina promou un canvi, al menys de manera 



DISCUSSIÓ  165 

 

parcial, en la localització subcel·lular de les dues isoformes citosòliques d'ALT, ja que canvien 

d'una localització citosòlica quan s'expressen soles, a un patró vesicular quan s'expressen amb 

F-lectina.  

L’F-lectina té un pèptid senyal, predit computacionalment, que ajudaria a la proteïna a entrar a 

la via secretora. Aquest pèptid senyal permetria que l’F-lectina es detectés com una proteïna 

de secreció i sortís de l’ER com a càrrega secretora. El transport de la càrrega secretora va de 

l’ER a l'aparell de cis-Golgi, passa a través de l'aparell de Golgi a la TGN, d’on surt per formar 

una vesícula secretora (Lippincott-Schwartz et al, 2000; Bonifacino i Glick, 2004). Hem detectat 

la presència d’F-lectina en el compartiment cis-Golgi (colocalitza F-lectina amb GM130, una 

proteïna cis-Golgi), TGN i les vesícules de secreció immadures (colocalitza amb STX-6, una 

proteïna que està present en aquests compartiments). Aquest fet ens porta a hipotetitzar que 

l’F-lectina, com suggereixen els estudis in silico, és secretada per la cèl·lula. Aquest fet és 

també consistent amb la bibliografia, on l’F-lectina és aïllada a partir de sèrum (Honda et al, 

2000; Odom i Vasta, 2005; Cammarata et al, 2007; Argayosa i Lee, 2009; Salerno et al, 2009). 

Els nostres estudis indiquen que les isoformes citosòliques d’ALT podrien interactuar amb l’F-

lectina en algun moment abans del transport fins al compartiment cis-Golgi, i aquesta 

interacció promouria l'addició de cALT1 i cALT2 a la càrrega secretora. De fet, quan es 

coexpressen cALT1 i cALT2 amb l’F-lectina, es detecten en cis-Golgi, TGN i en vesícules de 

secreció immadures, colocalitzant amb l’F-lectina en aquests compartiments. La coexpressió 

de cALT1 o cALT2 juntament amb F-lectina fa que les isoformes d’ALT citosòliques 

aconsegueixin entrar a la via secretora, tot i que el mecanisme encara es desconeix. 

A més dels estudis de colocalització, es van realitzar assajos de FRET per demostrar que cALT1 i 

cALT2 interactuen amb F-lectina. Aquests estudis es van realitzar amb F-lectina fusionada al 

fluoròfor en les dues posicions terminals. Pel que fa a la proteïna en la seva localització nativa, 

els estudis són els realitzats amb el fluoròfor fusionat amb el domini C-terminal d’F-lectina, 

deixant el pèptid senyal lliure. S'ha observat una interacció molecular entre els parells cALT1 / 

F-lectina i cALT2 / F-lectina (fusionats als seus respectius fluoròfors), la qual cosa suggereix que 

les isoformes citosòliques d'ALT interactuen amb F-lectina. Es va observar una interacció 

encara més intensa quan el fluoròfor es va fusionar a la regió N-terminal d’F-lectina, deixant a 

la regió C-terminal d’F-lectina lliure per interactuar. Això és consistent amb el fet que el domini 

C-terminal d’F-lectina és potencialment el responsable de la interacció, ja que precisament 

aquest domini es va identificar en el cribratge de doble híbrid en llevats. El fet que ambdues 
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isoformes d’ALT, cALT1 i cALT2, interactuïn amb F-lectina indica que el motiu poliasparagina de 

cALT2 no és essencial per a la interacció amb F-lectina. 

Tenint en compte la possibilitat que aquestes proteïnes puguin interaccionar en el fetge i en el 

mateix compartiment dins de la cèl·lula, vam investigar si F-lectina té la capacitat de modificar 

l'activitat de l’ALT. Els nostres estudis in vitro en cèl·lules SBL demostren que cALT1 i cALT2, 

quan se sobreexpressen juntament amb F-lectina, augmenten la seva activitat de manera 

significativa, suggerint que l’F-lectina regula l'activitat d'ambdues isoformes citosòliques d'ALT 

d'una manera similar. Els estudis realitzats mitjançant FRET recolzen la hipòtesi de què l’F-

lectina modula l’activitat de cALT1 i cALT2 per interacció proteïna-proteïna. 

S’ha descrit que en peixos el tractament intraperitoneal amb LPS activa la resposta 

inflamatòria (Sepucre et al, 2009), i promou l'expressió d’F-lectina (Cammarata et al, 2007; Qiu 

et al, 2011). En els nostres estudis hem injectat intraperitonealment S. aurata amb LPS del 

serotip O26: B6. Aquest serotip d’LPS conté fucosa al seu O-antigen (Stenutz et al, 2006), per 

assegurar-nos la detecció del monosacàrid per l’F-lectina. En el fetge de S. aurata, el 

tractament amb LPS dispara la resposta inflamatòria, com podem veure reflectit amb 

l’augment d’un component important en la via d'expressió de citoquines, IL-1b (Plouffe et al, 

2005). Addicionalment, es va produir un augment en l'expressió d’F-lectina. L’activitat de l'ALT 

s'incrementa en el fetge, però els nivells d’mRNA de les isoformes d'ALT (tant citosòliques com 

també mitocondrial) no es veuen alterats, la qual cosa suggereix que l'augment en l'activitat 

d'ALT no és conseqüència d'un augment en l'expressió de les isoformes de l'enzim, sinó de la 

regulació posttraduccional com a possible conseqüència de la interacció d’F-lectina amb les 

isoformes citosòliques. Donat que el tractament amb LPS incrementa l’expressió d’F-lectina i 

aquesta és capaç d’augmentar l’activitat de l’ALT en els compartiments subcel·lulars on poden 

interactuar, pensem que l'augment d'activitat de l’ALT després de la injecció de LPS és a causa 

de l'efecte d’F-lectina sobre l'enzim. 

El tractament d’orades amb LPS, a més de promoure un increment en l’activitat citosòlica 

d’ALT, modula els nivells de metabòlits i altres activitats enzimàtiques clau en el metabolisme 

intermediari. Aquest és el cas dels triglicèrids en sèrum, i dels enzims hepàtics G6PDH i 6-PGDH 

de la via de les pentoses fosfat. L’augment de la G6PDH també s'ha observat en adipòcits 

estimulats amb LPS, donat que aquesta via proporciona NADPH a les cèl·lules, un cofactor 

necessari en els processos antioxidants i senyals inflamatòries (Park et al, 2006). D'altra banda, 

l'augment dels triglicèrids en sèrum es produeix en rates després de l'administració de LPS fet 

que simula els efectes de la malaltia metabòlica produïda per una inflamació contínua (Wang 
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et al, 2014). La disminució de l'activitat PK en el fetge dels peixos tractats amb LPS es deu 

probablement a la inhibició al·lostèrica de l'activitat PK causada pel glutamat i l’alanina, els 

nivells dels quals podrien estar incrementats com a resultat de l’activació de les isoformes 

citosòliques de l’ALT (Fenton i Hutchinson, 2009). En aquest sentit, el nostre grup va observar 

prèviament que la inhibició de l’activitat ALT ciosòlica amb AOA comporta una disminució dels 

nivells hepàtics de glutamat i alanina en orada, promovent un increment de l’activitat PK en 

fetge (González et al, 2012). 

L’F-lectina per si mateixa és capaç d'enllaçar residus de fucosa, un sucre que està present en 

l'O-antigen de l’LPS, i ésser la responsable de l’opsonització de bacteris (Argayosa i Lee, 2009) i 

de promoure la fagocitosi pels macròfags (Salerno et al, 2009), suggerint el paper de la lectina 

en la resposta de defensa immunitària. De tota manera, els mecanismes de transducció dels 

senyals no estan clars. La via de les lectines en el sistema immunitari innat es basa en la 

interacció de lectines amb els sacàrids que es troben a la superfície dels microbis per activar 

els enzims i el sistema del complement i, finalment, estimular la resposta inflamatòria (Boshra 

et al, 2006). En el cas de MBL, la lectina s’assocïa amb ficolina i amb els enzims MASP, que al 

seu torn activen el sistema del complement (Nakao et al, 2006). La proteïna efectora de l’F-

lectina en la via de les lectines és encara desconeguda, però no podem descartar la possibilitat 

que l'ALT estigui implicada en aquesta via, ja que la interacció amb F-lectina augmentaria 

l’activitat específica en un entorn d’infecció. 

Recentment, s’ha descrit una nova funció per a l’ALT, suggerint la seva potencial implicació en 

la fase aguda de resposta del sistema immunitari. L’ALT recombinant de la família dels 

Amphioxus, una espècie que es troba a mig camí entre els invertebrats i els vertebrats, té la 

capacitat d’unir-se als bacteris Gram-negatius a través de l’LPS de la paret bacteriana, i 

n’inhibeix el creixement causant una lisi cel·lular (Jing i Zhang, 2011). Estudis amb diferents 

isoformes d’ALT d’una gran varietat d’espècies, incloent mamífers, llevats i plantes, mostren 

que l’alt grau de conservació entre l’ALT i la regió d’unió a endotoxines de l’LBP correlaciona 

amb la capacitat dels homòlegs ALT per unir-se a l’LPS i inhibir el creixement d’E. coli 

(McAllister et al, 2013).  

L’LPS, el component majoritari de la paret de bacteris Gram-negatius, activa de manera pobra 

el sistema immunitari quan segueix unit a la membrana (Kitchens et al, 1998). La proteïna LBP 

és una lípid transferasa encarregada de catalitzar la transferència de l’LPS de la paret 

bacteriana al CD14 (Schumann et al, 1990). LBP i CD14 catalitzen també el moviment de l’LPS 

directament a lipoproteïnes d’alta densitat (HDL), on perd la seva activitat biològica i 
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mitjançant les quals serà excretat pel fetge (Wurfel et al, 1994; Kitchens et al, 2001). El 

processament i l’eliminació de l’LPS mediat per LBP i CD14 no sempre acaba amb la resposta 

immunitària a l’LPS. Aquesta és desencadenada per les molècules TLR4 i la proteïna de 

diferenciació mieloide 2 (MD-2) (Triantafilou i Triantafilou, 2002; Miyake, 2004). El TLR4 és una 

proteïna transmembrana encarregada d’impulsar la cascada de senyalització, tot i que 

requereix l’associació amb MD-2 per poder reconèixer l’LPS. Aquesta associació es fa a nivell 

de l’ER, on MD-2 permet la glicosilació de TLR4, que facilitarà que el complex arribi a la 

superfície cel·lular (Ohnishi et al, 2003). 

En peixos, encara que el TLR4 no es trobi present en el genoma d’algunes espècies (Oshiumi et 

al, 2003; Jault et al, 2004), en els organismes on s’ha descrit, com ara en peix zebra, aquest no 

és capaç de reconèixer l’LPS. És més, en aquesta espècie, el TLR4 no promou l’activació de la 

cascada de senyalització, sinó que la inhibeix (Sepulcre et al, 2009). Diversos estudis de 

seqüenciació genòmica en peixos, indiquen que les molècules MD-2 i CD14 es troben absents 

(Iliev et al, 2005; Sepulcre et al, 2009; Pietrerri et al, 2013). Aquest fet podria explicar que 

vertebrats com els peixos i els amfibis, siguin més resistents als efectes tòxics de l’LPS (Berczi 

et al, 1966). En estudis amb leucòcits de diferents espècies de peixos, l’activació de les cèl·lules 

immunitàries es fa a concentracions d’LPS tres ordres de magnitud superiors als requerits per 

l’activació en mamífers (Stafford et al, 2003; Sepulcre et al, 2007; Zou et al, 2007). De tota 

manera, i donat que l’LPS té múltiples efectes biològics en peixos, encara que sigui a altes 

concentracions, és possible que l’LPS sigui reconegut per algun altre mecanisme (Sepulcre et al, 

2009; Pietretti i Wiegertjes, 2014). 

En l’estudi que es va realitzar per determinar la capacitat d’ALT de diferents espècies per unir-

se a l’LPS (McAllister et al, 2013), es va detectar en els enzims ALT una regió homòloga a la 

regió d’unió a endotoxines de l’LBP (Wong et al, 2007). El grau d’homologia es relaciona 

directament amb l’efecte bactericida, suggerint que aquesta regió és la responsable de la seva 

activitat bactericida. En aquesta tesi, es va realitzar l’alineament múltiple de la seqüència de 

les ALT citosòliques d’orada amb l’ALT1, ALT2 i LBP humanes, i es va confirmar que hi ha un alt 

grau d’homologia amb la seqüència d’orada. En el cas dels aminoàcids de l’ALT humana 

detectats com a homòlegs amb la regió d’unió a endotoxines de l’LBP, el grau d’homologia 

entre les seqüències humana i d’orada és del 100 %. De manera consistent amb l’estudi in 

silico, es va voler comprovar la capacitat de l’ALT citosòlica d’orada per inhibir el creixement de 

bacteris. La incubació de cultius bacterians de la soca XL1-Blue d’E. coli amb extractes de 

cèl·lules que sobreexpressin cALT2 d’orada promou una inhibició del creixement bacterià. Per 
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tant, l’efecte d’inhibició del creixement suggerit per a les ALT de diferents espècies s’emula 

també en l’ALT d’orada.  

Suggerim doncs que l’ALT citosòlica d’orada és capaç, per si mateixa, de detectar la presència 

d’LPS, unir-s’hi, i contribuir a una activitat antibacteriana per un mecanisme que encara 

desconeixem. Donat la seva homologia amb la seqüència d’unió a endotoxines de l’LBP 

humana, i el fet anteriorment mencionat que l’LBP com a tal no s’ha detectat en moltes 

espècies de peixos, considerem que les isoformes citosòliques de l’ALT d’orada podrien estar 

suplint les funcions d’LBP en els peixos com l’orada.  

Els nivells d’expressió de l’F-lectina augmenten quan tractem els peixos amb LPS, simulant 

l’efecte d’una infecció bacteriana (Qiu et al, 2011). En el cas de l’orada, es va duplicar la seva 

expressió en fetge 24 hores després del tractament. En el cas de les isoformes d’ALT (ja no 

només les citosòliques, sinó també la mitocondrial), aquest efecte no es dóna. No obstant, sí 

que podem veure efectes en l’activitat ALT just després del tractament. L’augment de 

l’activitat ALT que s’observa es pot atribuir als efectes que té la interacció de l’F-lectina amb les 

isoformes citosòliques d’ALT. Així, a part de promoure un augment en l’activitat ALT hepàtica, 

hem observat que la interacció entre cALT1 i cALT2 amb l’F-lectina indueix a què les isoformes 

d’ALT, que són citosòliques i no tenen cap pèptid senyal que els permeti entrar com a càrrega 

secretora, passin a formar part de vesícules de secreció. El mecanisme pel qual l’F-lectina 

arrossega les ALT citosòliques d’orada a la via secretora actualment el desconeixem, però 

podria ésser semblant al proposat en el cas de TLR4 i MD-2. La proteïna TLR4, un receptor de 

patrons de reconeixement, necessita ésser glicosilada per poder entrar a la via de secreció i 

situar-se a la membrana citoplasmàtica, on serà capaç d’exercir la seva funció. La proteïna MD-

2 sembla ésser que permetria aquesta glicosilació (Ohnishi et al, 2003). De la mateixa manera, 

l’F-lectina podria estar promovent la glicosilació de les isoformes citosòliques d’ALT, fet que 

suposaria que l’ALT formés part de la càrrega secretora de la cèl·lula.  

En aquest context, l’ALT alliberada, unida a l’F-lectina, seria capaç d’arribar als bacteris a través 

del torrent sanguini i l’espai intersticial, en part per la seva capacitat intrínseca d’unir-se a l’LPS, 

i en part guiada per l’F-lectina. De la mateixa manera, l’acció de l’ALT per inhibir el creixement 

bacterià es veuria incrementada, ja que la interacció amb l’F-lectina augmenta l’activitat ALT 

de manera significativa. Es tractaria doncs d’un efecte sinèrgic entre dues proteïnes amb 

propietats antibacterianes: unió a l’LPS, opsonització dels organismes bacterians i inhibició del 

creixement. El fet que hi hagi un mecanisme així, que podria ésser independent de la cascada 
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de resposta inflamatòria, podria explicar que es requereixin altes concentracions d’LPS per a la 

seva activació (Berczi et al, 1966). 

Encara que el mecanisme proposat no es podria donar en humans, ja que l’F-lectina és una 

proteïna que es troba només en peixos i amfibis, hi ha altres proteïnes humanes que 

comparteixen propietats estructurals amb l’F-lectina, i que podrien estar mimetitzant-ne la 

funció (Kairies et al, 2001). D’aquesta manera, es podria explicar el fet que es trobin nivells 

d’ALT moderadament elevats en sèrum durant processos inflamatoris, sense que hi hagi una 

aparent destrucció hepàtica (Clark et al, 2003). La presència d’ALT en sèrum no seria per tant 

un efecte de l’alliberament del contingut citoplasmàtic causat per la destrucció de cèl·lules 

hepàtiques, sinó que seria promoguda per un mecanisme de secreció per part de les cèl·lules 

hepàtiques en resposta a la infecció. 

No podem oblidar la importància del metabolisme en el sistema immunològic dels peixos. En 

aquest sentit, l'estat nutricional dels peixos és molt important, ja que modula la resistència a 

les infeccions. Els desequilibris en la dieta dels peixos poden causar disfuncions immunitàries, 

especialment visibles quan es realitzen substitucions en l'oferta d'aminoàcids (Kiron, 2012). De 

qualsevol manera, l’ALT no seria la primera proteïna metabòlica implicada en immunitat. 

L’apolipoproteïna A-I té activitat antibacteriana (Tada et al, 1993), i és produïda localment a la 

pell del peix com a part de la defensa innata (Concha et al, 2003).  

Fins i tot en els estudis recents en humans està emergint l’immunometabolisme, així com 

l'augment de l'associació entre els trastorns metabòlics i els processos d'inflamació (Mathis i 

Shoelson, 2011). No és sorprenent que enzims clau com ALT juguin un doble paper en els 

sistemes de metabolisme i la immunitat. És més, no és trivial suggerir que l’ALT d’orada podria 

estar implicada en la regulació del sistema immunitari seguint diferents mecanismes. Tenint en 

compte les potencials interaccions d’ALT amb la resta de proteïnes identificades en l’estudi de 

doble híbrid en llevats (RPS20, RBP2 i HABP2), és possible fins i tot que estigui actuant no 

només unida a l’F-lectina, sinó formant un clúster amb més proteïnes. 
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6. CONCLUSIONS 

1. L’assaig de doble híbrid en llevat utilitzant cALT2 com a proteïna esquer i una biblioteca 

de cDNA de fetge d’orada com a presa ha permès fer la criba de 6.12 x 105 clons i 

l’aïllament de 8 colònies positives independents. La seqüenciació dels fragments 

nucleotídics corresponents a les 8 colònies positives, va permetre identificar els fragments 

de quatre proteïnes amb potencialitat d’interacció amb cALT2, que corresponen a l’F-

lectina, RPS20, RBP2 i HABP2. Addicionalment, es va obtenir un fragment de 90 nucleòtids 

que no vam poder identificar. Mitjançant RACE-PCR s’ha completat la clonació de les 

seqüències codificants de les proteïnes F-lectina, RPS20, RBP2 i HABP2 d’orada, que 

presenten 312 aa, 119 aa, 135 aa i 628 aa, respectivament.  

2. L’F-lectina d’orada presenta alta homologia amb les seqüències prèviament descrites de 

llobarro, llobarro blanc i llobarro ratllat, la qual cosa ha permès predir l’estructura 

terciària de la proteïna. El fragment aïllat mitjançant l’assaig de doble híbrid en llevat 

correspon a tot el domini C-terminal de la proteïna. Els aminoàcids importants en la 

interacció de l’F-lectina amb la fucosa es troben conservats respecte les seqüències 

descrites anteriorment, i s’han predit per homologia els dominis d’unió a carbohidrats.  

3. La seqüència de l’F-lectina conté un pèptid senyal de secreció predit computacionalment 

en els primers 18 aa.  

4. La proteïna resultant de la fusió d’F-lectina amb el fluoròfor DsRedmon unit a l’extrem C-

terminal presenta una localització subcel·lular en forma de vesícules al voltant del nucli i 

disperses pel citoplasma. La proteïna de fusió quan se sobreexpressa en cèl·lules SBL 

colocalitza amb un marcador de cis-Golgi (GM130), i quan se sobreexpressa en cèl·lules 

293A colocalitza amb un marcador de trans-Golgi i vesícules de secreció (STX-6). Les 

proteïnes de fusió de les isoformes citosòliques d’ALT amb el fluoròfor fusionat a l’extrem 

C-terminal de la proteïna es visualitzen difoses per tot el citoplasma, i no colocalitzen amb 

els marcadors de l’aparell de Golgi ni de vesícules de secreció en els tipus cel·lulars SBL i 

293A, respectivament.  

5. L’expressió conjunta en cèl·lules SBL de les proteïnes de fusió, construïdes a partir de les 

isoformes citosòliques de l’ALT d’orada unides al fluoròfor EGFP i la proteïna de fusió de 

l’F-lectina unida al fluoròfor DsRedmon a la posició C-terminal, mostra la formació de 

vesícules perinuclears de gran mida. Les proteïnes de fusió colocalitzen amb els 
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marcadors de cis-Golgi (GM130) i de vesícules de secreció (STX-6) quan se sobreexpressen 

en cèl·lules SBL i 293A, respectivament.  

6. Mitjançant estudis de FRET s’ha detectat la interacció entre les proteïnes de fusió d’F-

lectina amb el fluoròfor DsRedmon i de cALT1 i cALT2 amb el fluoròfor EGFP. Els valors 

d’eficiència de la interacció, en el cas de fusionar DsRedmon a la posició C-terminal de l’F-

lectina, són per a les parelles F-lectina-cALT1 i F-lectina-cALT2 del 12 % i 8 %, 

respectivament. Els valors passen a ésser del 18 i 14 %, respectivament, quan el fluoròfor 

DsRedmon es fusiona a la posició N-terminal de l’F-lectina. El fet de deixar el domini C-

terminal lliure comporta un augment en l’eficiència de la interacció.  

7. La sobreexpressió de les proteïnes cALT1 o cALT2 conjuntament amb F-lectina en cèl·lules 

SBL promou un increment de l’activitat ALT de tres vegades en el cas de cALT1, i de 

gairebé dues vegades en el cas de cALT2, respecte l’expressió de cALT1 i cALT2 en 

absència d’F-lectina.  

8. L’F-lectina s’expressa majoritàriament en el fetge d’orada. Els nivells d’expressió en teixit 

adipós i ronyó són baixos, i en la resta de teixits són pràcticament indetectables.  

9. L’administració intraperitoneal d’1 mg/kg d’LPS promou un increment de l’expressió d’F-

lectina i IL-1b en el fetge d’orades 24 hores després del tractament. El tractament amb 

LPS augmenta l’activitat ALT hepàtica sense que es vegin afectats els nivells d’mRNA de 

cALT1, cALT2 i mALT.  

10. L’administració d’1 mg/kg d’LPS promou un augment dels triglicèrids en el sèrum d’orada 

24 hores després del tractament. També s’observa un lleuger descens en l’activitat de 

l’enzim glicolític PK, i un augment de les activitats dels enzims 6-PGDH i G6PDH de la via 

de les pentoses fosfat en els extractes de fetge de les orades sotmeses al tractament.  

11. Les isoformes cALT1 i cALT2 d’orada presenten un elevat grau de conservació dels residus 

implicats en la unió a endotoxines descrits per la proteïna amb propietats antibacterianes 

LBP humana.  

12. La incubació de bacteris E. coli de la soca XL1-Blue amb extractes de cèl·lules SBL que 

sobreexpressen cALT2, F-lectina i cALT2 conjuntament amb F-lectina promou, en els tres 

casos, una inhibició del creixement de colònies bacterianes. 
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